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INTRODUCCION 

Los cereales son los frutos de algunas plantas herbáceas 

cul t 1vadas, del grupo de las Angiospermas pertenecientes la 

familia de las Gramíneas. Como miembro de este grupo se encuentra 

el mai::, botánic:amente llamado Zea •ays :t:?ineaus, es una planta 

mon6ica, sus semillas son monocotiledoneas y de carii!psides 

desnudas. 

Este producto es originario de América, donde se cultiva 

ampliamente y de donde se extendi6 a Africa, India, Australia y a 

las partes más templadas de Europa <Kcnt, 1971>. 

El mai.:: es uno de los productos más importantes ya que ocupa el 

tercer lugar en la producciái mundial de granos y semillas. 

ESTRUCTURA DE UNA SEMILLA ANGIOSPERMA 

El desarrollo de la semilla se inicia a partir de un óvulo 

fert1li=ado. La semilla generalmente está constituida por tres 

partes: La cubierta de la semilla o testa, el endospermo y el 

embri61 <también llamado germen> que llegará 

planta. 

ser una nueva 

Cada una de estas partes tienen constituciál hereditaria 

distinta, asi como una funcitn fisiol~ica definida. La testa 

tambi~ llamada pericarpio está formada totalmente por tejido 

procedente de Ja planta madre que prodUJO la semilla y por lo 

general se desarrolla de los integumentos del 6\lulc. Esta cubierta 

pt·oteje a la semi 1 la, tanto antes como después de la siembra, 

limitn la entrada de organismos p.3.t~enos y da 

cierto gr.:ido de impermeabilidad tanto al aguu como 

la semilla un 

los gases, 

eJer·ce una inflL1enc1a re9ulatoria sobre el metabolismo y el 

crec..1miento de teJ1das internos y ór-ganos de la semilla <Bewley y 

Blacl· 1 1978). 



El endospermo hereda dos tercios de la olanta mo?idre un terc.10 

del padre. Esta C!struclura es el principal reservor10 ener9etico 

para el desarrollo del embr1én, proporciona di.,,ersas sLlstanci<~~, 

principalmente almida-i en grandes cont1dades, adem~s oe proteinas 

y pec¡uei<.as cantidades de aceite, m1nerale~ 

Qui micos 1Aldr1ch, 1974). 

otros t:omponentes 

El embr1cn recibe una c:ontribuc:ién de ambos padres, es decir se 

deriva de la fustén del ntL.leo de los gametos femenino -.· 

masculino. Un e::tremo del embricn, la plúnula, da or1gen al tallo 

y a las hojas, y el otro extremo forma la ra1;: de la planta 

<Bidwell, 1979). 

Por lo tanto en la semilla, se encuentran ya formadas las partes 

que habrán de convertirse en una nueva planta <Aldr1ch, 1974>. 

GERf!INl\ClON 

La semilla es una estructura reposo. Por lo regular est:.. 

sumamente deshidratada, compuesta principalmente de teJido de 

reserva y rodeada por una cubierta escencialmente impermeable. Los 

P,rocesos metabólicos están suspendidos tienen lugar muy 

lentamente. la semilla está en una condictén de vida latente, 

debido principalmente a su carencia de agua y o:.1geno <Endwel l, 

1979). 

El concepto "Germ1naci<!f1" no es fácil de definir, sin embargo 

dice que cuando una semilla toma a9ua limb1b1c1én), se 

desencadenan los procesos metabólicos entre el los la s1ntes1s de 

proteínas. Después de un corto periodo de tiempo el embrién emerge 

de la semilla, generalmente la parte radicular; se dice entonces 

que la serulla ha germinado tBewley y Black, 1978>. 

El proceso de ger·m1nac1c.n lleve. event:ualfllente al embr1cn al 

desarrollo de una o lanta <Ma.oer. 19:'5). 

Para que una semilla pueda germinar es necesario ponet•la en 

medio ambiente que reU1a ciertas cond1c1ones; entt'e lu~ mti.s 
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importantes se encuentran el agua, la temperatura, el aire o 

composic1ái gaseosa de la atmósfera, as! como la Ju~ para algunas 

semi 1 las <Mayer, l975J. 

El agua es esencial para la rehidratacién como paso inicial en la 

germinación. La cantidad de agua absorbida por la semilla depende 

de tres factores: la compos1cién de la semilla, la permeabilidad 

de ésta y la disponibilidad de agua en forma liquida o gaseosa en 

el medio ambiente. 

La temperatura correcta es importante para la germinaciál¡ 

generalmente las semillas no germinan por debajo de un cierta 

temperatura, la cual es específica seg(n la especie <Bidwell, 

1979). 

Los gases son necesarios para la respiraciál de las semillas como 

lo es para las plantas, ya que en una atmósfera carente de oxigeno 

no germinan. 

No todas las semillas requieren la luz para germinar, algunas no 

son afectadas y unas pocas son inhibidas por la lu= CBidwell 1 

1979). 

Los requerimientos anteriores varian para diferentes variedades de ' 

cada especie y est~n determinados por las condiciones que 

prevalecieron durante la formaciál de la semilla y por factores 

hereditarios. 

Las semillas son resistentes a condiciones externas extremas, si 

se encuentran en estado de desecac1én, sin embargo pueden 

presentar pé1•dida en su viabilidad y vigor. El periodo durante el 

cual una semilla. puede pE-rmanencer viable para germinar muy 

va1•iable y depende de lds condiciones de ~1tmacenamiento y del tipo 

de semilla fMayer, 1975>. El vigor de una semilla puede 

descr1b1r .:amo ld cond1cién má..•:ima de las capacidades potenciales 

para que 9et'm1ne una semilla satisfactor1amenteo 1 en 

~"fTIPl1ci de cond1c1ones ambientales, ut1li=ando 

rango 

al u11entic1as adecuadamente para formar una plántula que crezca 

normalmente. 
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ALGUNOS ASPECTOS BIOQUIMICOS DE LA GERHINACCION 

Se ha observado que la tase de hidratac1én dE> la semilla viene 

acompaf"ia.da por una gran ac t 1 v id~1d metabólica y pot• la 

partic1pac16n enzirnát1ctJ. a velocidades crecientes en las primeras 

etapas de la germ1nac.i¿n, la que marca la mov1l1;;:ac1Cn de reservas 

CC6rdoba, 1976). 

La secuencia de eventos que parece ser comÚl durante la 

9erm1nac1 ál de un gran nUnero de semillas de gramíneas, comprende: 

eventos precoces, entre los que se encuentran Ja hidratac1ói, 

síntesis de proteínas, síntesis de RNA y reparaciá"\ de ONA; y en 

eventos tard!os, que incluyen expans161 celular, movilizac1Cn de 

reservas y replicaci6i de DNA COsborne, 1983). 

SINTESIS DE PROTEINAS 

La síntesis de proteínas ocurr"e en la semilla poco después de la 

iniJibiciOO <Fujisawa, 1966; t1arcus, 1969; Walton y Sooti, 1969J. 

El tiempo exacto parece ser variable. Se tienen evidencias de que 

en embriones secos de trigo y de centeno <l"larcus at al, 1966; 

Roberts et al, 1973; Sen et al, 1975 y Osborne, 1982> dichas 

sintesis comienzan dentro de los primeros minutos de imbibic161 

(!S a 30 minutos>. También se ha observado que los polirribosomas 

se encuentran ausentes en las semillas secas y que durante la 

imbibiciai, la formac161 de éstos dcompai"\ada por Ja 

. concomitante dism1nuc16i en el núnero de r1bosomas libres CHarcus 

y Feeley, 19641. 

La capacidad de los teJidos imbibidos para s1ntet1::ar· p1·otelnas 

medida proporc1on:uidoles am1na."'le1dos marcados rac!1act1vamentE­

posteriormente se determ1na que proporc1~ dt:- este.is am1n0Eic1dos 

han incorpo,.ado d las protE?-lnas. f-ara que Ju sustancia 1•acJ1act1."'d 

penett'"e rao1damente a los tejidos vivas, pot' lo 

tejidos aislados, tales como Eo>mbr1ones di? ceredlt,,-S y eJ~S 

embrionarios de leguminosas. Estos teJidos dlslados toman .a.gua y 

sustratos mas ,.ap1damenl~ Que lds semJlJas completas y quedan 



imb1b1dos totalmente <Murray, 1984> .. 

La s1ntes1s de proteinas se inicia rápidamente después de que la 

imbibiciOI ha comen=ado. Es muy pt"'Obable que la mayoria de lo$ 

co1nponentes bioquimicos y estructurales necesarios para la 

stntesis est~ presentes la semilla seca. No obstante, las 

preparaciones r1bosomales de embriones sec.os de trigo son 

tncapaces de ::.intet1::ar proteinas, aunque la actividad de estas 

preparaciones a1.1ment.:i. rápidamente con la 1mb1bic16' y en forma 

paralela se pre~enta un incremento en la proporc i Ó'1 de 

pol 1rr1bosomas presen~es {Murray, 1984). 

SINTESIS DE RNA 

Como se expreso anteriormente, no ocurre sintesis de proteinas en 

la semilla seca, sino que comienza cuando las células están 

suficientemente hidratadas para permitir que los ribosomas 

asee ien al RMA mensa Jera tRNAm) y se formen los 

po 11 rr i bosomas. 

primeros 

E:nste evidencia de Que los embriones secos de trigo contienen una 

variedad d1vers<' de RNA mensajeros y se ha especulado que 

probablemente e::isten dos clases de RNAm : RMAm residuales y RNAm 

almacenados. Los primeros no son esenciales para los procesos de 

germinac1&1 y pueden degradados después de iniciada la 

tmbibic1t!.n. Por otra parte. li\ traducc1én a prote1nas al inicio de 

la germinacien de embriones se considera Que puede estar 

pi-oqr·amada por RNAm almacenados en la semilla seca ~Brooker et al, 

1977>. 

La ev1denc1a de la e>-:istenc1a de RNArn almacenada en las semilla~ 

v1EO"ne de t~~:pe1·1mentos en los cuales, embriones de trigo se 

roncentr·ac1ones de <.:raman1 tina cordu:epina 

sut1cie11tem~nte altcis para 1nhib1r la s1ntes1s de RNAm en m~ de 

un 8(1 ·~. Los emb1·1ones. se colocaron en los soluciones inhibitorias 

pr~l 1m1na.rmente durante :.(1 minutos, par-a permitir que el inhibidor 

penei.r.-\ra en loo:. l.eJidos. Duril.nte los sigu1entes 40 minutos a 25ªC 
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se observó que la formacién de polirribosomas fue tan rápida como 

en los controles, indicando que el fi:NAm almacenado era gran 

medida el responsable de l.:. s1ntes1s de prot~lnas en este periodo 

(Brooker et al, 1977>. 

Contrar-iamente, Cheung et al <1979l mostraron evidencias de que en 

embriones de trigo después de 40 minutos de imb1bicién, la 

síntesis de protelnas era d1ri91da por RNAm sintetizado de no~•o 

m.15 que por RNAm almacenado. 

Como podemos darnos cuenta no es -f!tc1l d~terminar• la 1rr.portancia 

tanto de los RNAm almacenados presentes en el embrtén seco como de 

los RNAm sintet1zados de novu para el proceso de get·minac.icr-1. 

Van de Walle y colaboradores <1976>, sef">alan que ejes 

embrionarios de maíz la mayoría de las mol tkulas de RNA 

sintetizadas en la radicula durante la primera hora de imb1blc1cn, 

corresponden a Rt-IA hetE?rogénea. Estudios posteriores muestran que 

el RNA heterogéneo nuclear, que es el mAs abundante en las 

primeras horas de la germina.cien, es mod1t1cado para luego usarlo 

como RNAm <Dommes y Van de Walle, 1983>. 

SINTESIS DE DNA Y DIVISION CELULAR 

La síntesis de proteínas y RNA s~ re1n1cia tan pronto como los 

teJidos se imbiben, pero la sintes1s replicat1va de DNA comienza 

más tarde. Este hecho se hace evidente para la mayoriu de las 

gram1neas <Osborne .. 1984). 

La expan~Hón de la radicuta en la sem1 l la ocurre inicialmente por 

elon9ac16l de las células, y su salida subsecuente a través de la 

cubierta de la semilla podra o no estar acompaf'iada por d11ins100 

celular <Bewley y Black, 1986l. La repl1cac1én del DNA 

requisito necesa1'10 para que la div1s1·~ celulnr suceda lflewle..¡ 

Blacl-., 1986J. 

El tiempo en el cual se 1nic1a la sintes1!Z> repl 1cat1va dE::l OtJA es. 

variable de acuerdo a la especie- y desde horas 
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después de 1n1c1ada la imb1b1c161 (Chen y Osborne, 1970; Buchow1cz 

et al, 1978; Bai.:il et al, 1989>. 

Con respecte. al mal;::, se tiene ev1denc1a de que la repl1cac1én del 

ONA (medida por la incorporac1m de un nucle6t1do marcadoi puede 

d1so.:trarse de~de las 9 horas de imbib1c1cn CVá.zquez y Lépez, 

1986). 51n emb=trgo, al cam1en=o de la 1111b1b1c1é:n e::1ste un pequet"ío 

lncremento en la inccirporac1 én d~ marca, y se supone que esta 

s1ntes1s prereoltcativc. de DNA es de tipo reparativo <Zarain et 

aJ. 1 19871. 

Se ha encontrado Que los embriones de las sem1llas poseen sistemas 

de reparac161 del DNA, los cuales actuan momentos después de que 

los tej irJos hidratan (Velem1ns~ y y Gichner 1 19781. 

La s!ntes1s de DNA tanto en las ~tapas in1c1ales como en las 

tardías de la 9erm1nac161, involucra la concertada activacién de 

un gran n•..mero de actividades enzimáticas diferentes, entre las 

cuales participan las DNA polimerasas que tienen una func16l 

fundamental. 

DNA POLI HERASAS 

General id ad es 

Las ONA polimerasas han sido encontradas en todos los organismos 

procariontes y eucariontes estudiados, guardando ciertas 

sim1li tudes entre sí aunque pueden variar 

pr·op1ed.;.des • is1c.a.s. y químicas 0-lt.bscher, 198'?.I. 

algunas de sus 

Todas las DNA polimerasas catalizan la síntesis de ONA a partir de 

la i ncorpo1·ac 1 '.'ti de los cuatro desox1rribonucler5sidos 

5'-trifosfato <d~lF, oCTP, dGTP, dTTP) molde de DNA, 

presencia dP cationes d1valentes como Mgz+ y Mnz+ , de acuerdo 

1.ts reglas de ap;weamtento de Watson y Cric~ <A con T 'I C con G> ~ 

f;.·~·qu1er·f>n de un ll1JC1i\do1 <llamado tamb1~ cebador) que puede ser 

11n peq•t•o>i'.o tr·aQmento de ONA n RNA que contenga un e:ctremo con un 

i;w·.1no n1dro.-;1lo libre· en la pos1c1•.!n 3' de la deso::irribosa, para 



El ONA es replicado de manerd sem1conservat1•.1ñ en cada cadena que 

sirve como molde par.a qu~ una nueva cadena de DNA sea s1ntetizada 

en forma complementaria y ant1paralela en la d1recc:1cn 5 -3·. Los 

desox1rribonucleOt1dos unen covalent.emente por uniones 

fosfodit-ster 3'-5 por lo que 11bel'an p1rofosfato inorgánico en el 

proceso. 

El proceso de dupl icaciOn del DNA ocurt·e de manera secuenciada 

ordenada, este p,-oceso se ha dividido en tres etapas: iniciac101, 

elongac:1éo y terminación. En organismos procdriontes, los eventos 

que definen cada uno de las etapas han sido ampliamente 

estudiados, sin embargo en Ot"ganismos eucar1ontes, debido su 

complej1dad los conocim1entos son escasos. 

De manera resumida, la sin tesis de ONA se J leva a cabo sobr·e una 

horquilld de 1·epl1cac101. El DNJ.~ se sintentiza soh1·e cadena 

continua en la d1recc100 s·-3• ant1para:Jela a la cadena molde, y 

sobre una cadena discontinua donde la síntesis ocurre formando 

fragmentos de DNA conoc1dos como fragmentos de Okazaki, que son 

formados a partir de un ol19ánero de RNA que sirve como iniciador .. 

Una vez que Jos fragmentos de Okaza~i han sido s1ntet12ados por la 

dNA polimerasa, el RNA in1c1ador se 11ber.-1 de la cadena naciente a 

la misma velocidad que los f1·agmentos de Okazaki se U'len para 

aumentar la longitud de la cadena. 

L.~s ONA pal imerasas t·eprP-sentan solo un componente de 1 a compleJa. 

· mdquinar1a involucrada en la repl icac10-. del DNA, ya que e>:1sten 

diversas proteínas que intervienen en este proceso, romo son ldS 

DNA l 1gasas, hel icasas, topo1somerasas, etc. 

Tres tipas de DNA pol1merasas han sido descritas oard p1·ocar1ontes 

y designadas como DNA polimerosa I, II y Ill, de acuerdo al orden 

en que fueron descubiertas. Ver cuadro I <1-ornberg, 1980). Debido 

al fácil mcHH?JO de ~tos organtsmos, i:or to t 1 empo de 

9en~ruc1m y d la po~1b1l1dad df"O obtener r_q.Jul..ts mut~c iones 

cond1c1onales let~1les úe los genes que codifican pd,·a. ca.d..., t.ina. dt.o 

las funciones, los prm:arionta~s han s.1'10 mu}' 01en t:?'slud1ados. 
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( Los signos + y - representan presencia o ausencia de actividad > 

PROPIEDADES pol.I pol.II pol.111 

FUNCIONES ENZ IMATICAS 

polimeri::aci6n 5'-3' + 
e;(onucl e asa s·-3· + 
exonucl e asa 3'-5' + + 

UT IL!ZAC ION DE 
MOLDES S INTETICOS 

dóp lex intacto 
cadena sencilla ceb&da 
dúplex con cortes 

REQUER l M l ENTO DE 
COFACTORES 

efecto de l'.CI t20 mM 60 60 
4 del óptimo 50 mM 80 100 

11)0 mM 100 70 
150 mM 80 50 

EFECTO DE I NHIBIDORES 
SOBRE LAS ENZIMAS 

2-desnx i aná.logos + + 
ara-CTP + 
bloqueadores de gru-
pos sul fhidrilo 

CARACTER ISTICAS 

Tamat"ío (l':d) 109 120 140 

CUADRO I. Algunas propiedades de las DNA polimerasas I, II y 

II I de Escherich1a f.Q..!...!. <Kornberg, 1980). 
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En organismos eucar1ontes, tanto la purJf1cac1..:n como la 

caracter1zac10"l de las DNA polimerasas es mas compl1cado, 

obstante, se han podido dist1nguJr tipos de DNA pol 1merasas 

diferentes. En todos los sistemas estudiados se han nombr-ado a las 

ONA pol1merasas en forma distinta. 

En el caso de células animales, en especial de mamíferos 

han utilizado las letr"as griegas para clasificar a Jas ONA 

polimerasas. En el presente 

clasificac1ál. 

traba JO se usar:t la misma 

DNA POLl11ERASA ALFA 

Esta enzima es la más dCtiva de las palimerasas de eucar1ontes 

la más relacionada con la replicac16i del cromosoma. Fue la 

Primera de las DNA polimerasas de mamíferos que se describ16 

<Bollum, 1960). Durante mucho tiempo la lacal1zacién de estd 

enzima fue motivo de controversia, aunque algunos autore:i 

mostraron su local1zacién nuclear <Shioda et al, 1980>. Eschler et 

ál <1977) sugirieron una local1zac1c!n citoplasm.át1ca de la enzima 

adem~s de su local1zaciál nuclear~ Nólodos inmunoqu1micos m~s 

recientes suponen que la DNA pol1merasa a puede estar• local1zada 

en la regiÓ'l perinuclear del citoplasma <Brown et al. 1981). 

Este tipo de enzima es altamente soluble yrt que cuando se realizan 

extractos celulares acuosos, la mayor parte de la enzima se 

encuentra en Ja fracc1én citoplasmát1ca. Esta DNA polimerasa 

parece estar siempre presente en células que est.vi en 

crecimiento, tanto en eucar1ontes infet•iorf::'!i> como en mam1teros. 

La ONA polime1·asa a se ha aislado la ma.>•or!a de las veces en forma 

de un compleJo palipeptidico <Wong et al, 1988¡ So y Uowney,1988>. 

Generalmente este compleJO consiste de: u) pol 1pépt ida 

catallt1co que 111 ~·ztro es un fosfol1p1do de func1cn desconocida 

que ose i la entre 125-180 Kd; b) una fosfoprote1nci t.Je 77 >-d de 
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funciá1 desconocida y e> dos pol1ptfptidos de 55 y 49 Kd. Se ha 

visto que el pol1pétido de 49 l<d posee actividad de Df\IA primaGa 

<Nashever y Grosse, 1988). DNA pol1merasa ~estrechamente unida 

ONA primasa se ha aislado de diferentes fuentes (Conaway y Lehman, 

198::; Yagura, 1983; Su:;:uki et al, 1985>. 

La DNA pr1masa -se encarga de s1nteti::ar pequef'ios fragmentos de 

ol igorribonucle6tidos, los que funcionan como cebadores para que 

la ONA polime1·asa forme los fragmentos de Oka=ak1. 

La repl icac ion del DNA por el complejo ONA pal imerasa-DNA pr1masa 

involucra síntesis de DNA cebador por la primasa, seguido por la 

repl icac1én de la cadena de DNA por la ONA pal imerasa. 

Se ha observado que todos los inhibidores específicos para la ONA 

polimerasa a también inhiben la repl1cacién del DNA <Ikegami et 

al, 1978>. 

La DNA pal imerasa -;\contiene grupos sulfhidrilo en su sitio activo 

por lo que es muy sensible a agentes bloqueadores de éstos grupos 

como es N-etilmaleimida CNEM> CBollum, 1975>. Es sensible 

inhibidores de la replicación del DNA, como afidicolina, el cual 

muestra una inhib1ciéo competitiva con dCTP y no competitiva para 

los otros dNTP's Clkegami et al, 1978). También es inhibida por 

arabinosilnucle6tidos C Yoshida et al, 1977; Okura y Yoshida, 

1978) y por altas concentraciones de cationes monov.alentes. Es 

resistente a d idesox-inucle6tidos <So y Downey, 1988> y muestra 

requerimiento absoluto por el Mgz-+. 

DNA PDLIMERASA BETA 

Esl~ en:ima es 10 veces menos activa que la DNA pol1merasa a en el 

mismo tipo de células en crecimiento; por esta razál, la ONA 

pol1merasa ~no se ha correlacionado con la repl1c:aciái; en cambio 

le hil t"elacionado can funciones de reparaci&i y recombinacié:n 

de UNA U<ornberg, J980). 

La mayat·· actividad para esta en::irna se ha registrado en períodos 
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de mtc:1ma activ1daa de reparac1é:n, en 11ntoc1tos humanos que han 

sido irradiados con luz ultray10Ieta <Bertaz::on1 et al, 1976>. 

El n1Yel de DNA poi 1merasa ¡?no muestra grandes cambios durante 

las diferentes fases del ciclo celular y sólo se incrementa en 

células en las que se induce reparaciai de DNA. Existen ev1aenc1as 

de que la DNA pol 1mer~asa (? funciona solo la reparac i cri de 

tramos cortos, pero tanto a como (1 estrtn inYolucradas la 

reparacioo ae tramos largos (Mosoaugh y L1nn, 1984>. 

La DNA polimerasa (3 se localiza exclusivamente en el nú::leo unida 

fuertemente cromatina <Foster y Gurney, 1974). La enzima 

purificada está libre de actividad nucleollt1ca. A d1ferenc1a de 

la pol imerasa a , la pol 1merasa (J no es capaz de e>:tender cadenas 

de ONA a partir de un cebador. 

La DNA pol1merasa n es una protelna pequel"ia., consiste en un 

pcl1pept1do sencillo con peso molecular apro~imado de 40 Kd y un 

coeficiente de sed1mentaci~ de qS. Prefiere como molde s1ntet1co 

un DNA con huecos, al igual que la DNA pol 1merasa o.. 

Se ha visto que en presencia de Mg2+ la pol 1merasa r~ es 

completamente distr1but1va insertando un solo desoxinucle6t1do y 

d1soc1ándose del molde posteriormente CW1lson et al, 1988>. 

La DNA pol1merasa ¡?es estimulada por altas concentraciones de 

cationes monovalentes a di ferenc1a de la DNA pol 1merasa et. No 

requiere de grupos sulfh1dr1lo para su act1v1dad por lo que no 

. 1nh1b1da por agentes bloqueadores de estos grupos. No es o;1fectada 

por ara-NTP's ni por af1d1colina, pero en presencia de ddNTP·s 

(por eJemplo ddTTP> fuertemente inh1b1da. Posee gran 

resistencia a agentes qu1m1cos como: ác1do tosfonoacél1co, urea 51'1 

alcohol o acPtona al :?0-:!5 %, pero actividad d1sm1nuye e11 

presencia de fosfatos. Es estable en soluctén en un rango de pH de 

4.5 a 10.5. Tiene un punto isoeléctrico b:ts1co. 
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de ma::1ma act1vJdaá de reparac1én, en l1nroc1tos humanos que han 

stdo 1rrad1ados con luz ultravioleta <Berta~~on1 et al, 1976). 

El nivel de ONA pol1merasa ~no muestra grandes camb1os durante 

las d11erentes fases del ciclo celular y solo 1 nci·emen ta 

células en las que se induce reparac1cn de ONA. Existen ev1c:Jenc1as 

de que la ONA pol1merasa (1 funciona solo en la reparactcn de 

tramos cortos, pero tanto oi. como f~ estd.n involucradas en la 

reparactOO de tramos largos <Most:Jaugh y L1nn, 1984). 

La DNA polimerasa ~se localiza exclusivamente en el nu:leo unida 

fuertemente cromat1na <Foster y Gurney, 1974>. La enz1ma 

purificada está libre de actividad nucleol1t1ca. A diferencia de 

la pol1merasa a, la pol1merasa ~no es capaz de extender cadenas 

de ONA a partir de un cebador. 

La ONA pol1merasa ~ es una protelna pequef'ia, consiste un 

pol 1pépt1do senc1 I la con peso molecular apro:<1mado de 4U Kd y un 

coe11c1ente de sedimentac1ál de 45. Prefiere como molde s1ntét1co 

un ONA con huecos, al 19ual que la ONA pal1merasa o.. 

Se ha visto que en presencia de Mgz+ la pol unerasa {l 

completamente distributiva insertando un solo desox1nucleót1do y 

disociándose del molde posteriormente <W1lson et al, 1988>. 

La DNA pol1merasa (1 es est1mulada por altas concentraciones de 

cationes monovalentes a diferencia de la ONA pol1merasa et. No 

requiere de grupos sulfhidr1lo para su act1v1dad par lo que no 

1nh1b1da por agentes bloqueadores de estos grupos. No es atectada 

por ara-NTP's n1 por afidtcolina, pero en presencia de ddNTPºs 

<por Pjemplo ddTTP> es fuertemente 1nh1b1da. Posee 9ran 

res1stenc1a a agentes qu1m1cos como: dc1do 1ostonoacét 1co, urea 5M 

alcohol a acPtonu al 20-25 Z, pero act1v1dad d1sm1nuye 

presencia de 1osfatos. Es estable en soluc101 en un ranga de pH de 

4.5 a 1(1.5. Tiene un punto 1soeléetr1co basico. 
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DNA POLIMERASA GAMMA 

La DNA pol1merdsd r representa entre el 1 y 2 X del total de DNA 

pol1merasas en células de vertebrados. 

La actividad de la en;:1ma se correlac1ona con la repl1cac16n del 

DNA. Algunos estudios sugieren que la DNA pol imerasa y se 

encuentra en la mitocondria, en donde se encarga de la replicac16"l 

del ONA m1tocondr•ial células animales, y que no está 

involucrada en la síntesis de DNA nuclear aunque también se ha 

encontrado a la 

Geuskens et al, 1981>. 

en esta fracctén <Hi.bscher et al, 1979; 

La en;:1ma aislada muestra una naturaleza heterogtnea al igual que 

la DNA polimerasa et <We1ssbach, 1977>. Se ha reportado que tiene 

peso molecular de 110-300 Kd <Spadari et al, 1974>. Wernette et 

al <1988) suponen que la pol1merasa y de Orosophila •elanoqaster 

un heterod1mero que cons1ste de una subunidad catalítica de 125 

Kd y otra subun1dad de 35 ~d cuyo papel funcional no es conocido. 

La DNA polimerasa y, además de uti 11zar moldes de DNA naturales 

sintéticos, utili~a ribohomopolimeros s1ntéticos como poli<rA>, 

poli (rC) <Gerard, 1975; l'·nopf et al, 1976), sin embargo no se ha 

descrito que sea capa::: de copiar moldes naturales de RNA. 

Aparentemente no posee actividad nucleolitica y tiene un punto 

isoel éctr1co ác 1do. 

La üNA pol 1merasa r es estimulada por cationes mono y divalentes, 

asl como por· fosfato presencia de KCl, lo que la hace 

d1st1ngu1rse de la Dl-.IA palimerasa o. que es inhibida por elevadas 

concentrac.1ones de cationes monovalentes y de la DNA pol1merasa fl 

que es inhibida por fosfatos. En cambio, la DNA polimerasa r es 

tnh1b1da por agentes bloqueadores de grupos sulfhidrilo y ddTlP 

peri.J no es 1nh1b1da por afid1col1na, efectivo 1nhib1dor· de la DNA 

pol 1mer"as.=. '-""• 
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DNA POLI~ERASA DELTA 

Byrnes et al e 1976) reportaron por ve:: primera una en::ima con 

actividad de exonucleasa 3'-5' asociada con la capacidad de 

pollmer1zac1én del DNAf presente en médula 6sea de conejo, la 

que denominaron DNA polimerasa 6. Esta actividad de nucleasa juega 

un importante papel la fidelidad de la repl1cac1én y la 

prevencién de mutaciones. Lee et al <1980) aislaron esta enzima de 

timo de ternera. Recientemente se ha podido aislar partir de 

otras fuentes ICrute et al, 1986; Lee y Toomey, 1987> entre las 

cuales las enzimas presentan algunas variaciones como peso 

molecular y ulilizaciái de moldes. 

Se han reportado dos tipos de DNA pal imerasas 6 denominadas como I 

y II. La DNA polimerasa 6 l se asocia con una actividad de primasa 

la cual es inhibida por anticuerpos monoclonales contra ONA 

poli•erasa o., mientras que la DNA polimerasa 6 II que la que 

presenta actividad de ei{onuc:leasa 3 ·-5 · se ve afectada <Crute 

et al, 1986). Lo anterior supondría que la DNA pol imerasa 6 es 

más bien una forma de ONA polimerasa ~ en donde su asoc1acién con 

la DNA primasa podría ei<plicarse. 

Si la DNA pol imerasa 6 es un precursor de la DNA pol 1merasa a o s1 

es una enzima distinta la cual tiene una funcién especial aúi no 

es claro, sin embargo, la presencia de una ONA polimerasa 

asociada con una exonucleasa podría e~plicar la alta fidelidad ~n 

la replicaciá'l del DNA. También se ha sugerido que la~ ONA 

polimerasas a y 6 actúan en la horquilla de replicaciál, donde 191 

DNA polimerasa o. replica la cadena continua y l.~ DNA polimei-asa 6 

la discontinua CFocher et al, 1988>. 

La DNA pol imerasa 6 presenta si mi 1 i tudes con la ONA pol 1merasa o, 

entre las que se encuentran un alto peso ma1ecular <alrededor de 

152 ~d) y su coeficiente de sed1mentac1cri de 75. es una proteína 

ac!dica, tiene gran 3fid1col 1na y 

arabinosi lnucle6tidos, no es afectada'* por ddNTP's <So Downey, 

1988>. Como parte constitutiva del compleJo posee una actividad de 

DNA primasa tCrute et al, 1986>. 

14 



Aunque las DNA polimer·asa~ o. y 6 t1enen muchas similitudes, muchas 

evidencias sugieren que se trata de enzimas diferentes debido 

caracter1st1cas q•.Je no campar-ten, entre el las están la actividad 

de e::onucleasa 3·-5· intr-lnseca a la polimerasa 6, anticuer-pos 

monoclonales contra DNA polimerasa a no inhiben la actividad de la 

DNA pal imerasa 6 CWahl et al, 1986; Lee y Toomey, 1987> y 

anticuerpos policlonales contra DNA pol1merasa 6 de timo de 

ternera no inhiben a la ONA polimerasa a de la misma especie. 

Aunado a ésto, la ONA pal imerasa ó presenta diferencias en 

especificidad de molde. En sustrato$ de ONA tales como dA-dT o 

dG-dC alternados, o poliCdA> cebado con segmentos de oligoCdT> se 

logra la mayor actividad de polimerizaciái de esta enzima, 

m1entras que el molde preferente de la DNA polimerasa o es el DNA 

de timo de ternera activado O~ornberg, 1980). 

Ver resumen de algunas propiedades de esta$ cuatro polimerasas en 

el cuadro I I. 

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 eucario~tes 

inferiores o plantas no presentan las mismas carac:teríYtic:as que 

las de los animales. 

DNA POLIMERASA ALFA 

A par•tir de varias espectes vegetales se han purificado DNA 

pol1mer<1~as que> presentc.°'n varias caracterlstic:üs similares c:on la 

ONA poi imerasa di? animales, encontrdndo que todas las 

polimerasJs tipo et aisladas de vegetales pl'esentan un peso 

molecular alto y son fuertemente 1nh1bidas por NEN <Litvak y 

Castroviejo, 1987). 

Se ha encontr.=1do que para los casos de trigo, espinaca, arroz y 
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PJl.OPIEDADES 

LOCALIZACION NUCLEAR 

(1 ó 

NUCLEAR MlTOCONDRIAL NUCLEAR 

NUCLEAR 

FUNCION arPLJCACIOH •EPARAClON REPLICACION REPARACION 

NUCLEAR DEL DMA 

P.M. CKd l 150-1000 

AlllOCLOC i.Ón 

P r Lmoeo 

UTJLJZACION DE 

TEMPLADO& 

DNA oc l 1. 110.do 

11.NA na.l. con prim•r 

si 

si 

d• d•eox Lnucl•Ól. no 

wolde de DHA con 
pr Lm•t de 11.HA si 

EFECTO DI: INHIBJDORES 

SOBRE LAS ENZIMAS 

NEW si 

ddTTP no 

ora. -CT P si 

a.tidi.colLno si 

Mulil-dOTP si 

WlTOCONDRIAL DEL DNA 

45 > 110 250-::?90 

no si no 

si si 

no no 

si si si 

no si si 

si si 

no no 

no no 51 

CUADRO II. Algunas propiedades de las DNA polimerasas de 

animales ( Li tval· y Castrovii:!'jo, 1987). 
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coliflor, la afidicolina, inhibidor específico de DNA 

polimeras~s o de animales, inhibe a la ONA polimerasa de alto peso 

molecular. Para el caso de nabo, la afidicol ina, ha mostrado 

inhibir una actividad de ONA polimerasa, aunque el tamaf"O de la 

enzima no ha sido determinado CLitvak y Castroviejo, 1987>. 

Al igual que las ONA polimerasas o de animales, las enzi~as tipo a 

estudiadas en sistemas vegetales no reconocen un molde de 

poliCrA)-oli90CdTJ. Las DNA polimerasas tipo a reportadas para 

trigo, son inactivas en presencia de este molde, aunque 

últimamente se ha reportado que pueden usarlo eficientemente si la 

temperatura de incubac1éo rutinariamente utilizada en los ensayos 

se disminuye. Por lo anterior, es importante el estudio de 

diferentes parámetros para concluir si un molde es o no usado por 

la enzima <L1tvak y CastrovieJo, 1987>. 

En general es aceptado que la mayor actividad de la DNA poli•erasa 

a de animales está localizada en la fracciái nuclear. El mismo 

tipo de estudios no se han podido realizar en plant•s debido a la 

dificultad de purificar nú:leos con buen rendimiento. 

Métodos autorrad1ográficos han mostrado en arroz que una ONA 

polimerasa sensible a afidicolina., se encuentra exclus1va11ente en 

núcleo; iguales resultados han encontrado cultivos de 

células de soya. La síntesis de DNA en nú::leos de cólulas de soya 

es resistente a didesoxitimid1na trifosfato CddTTP>, inhibidor de 

las DNA pol imerasas (J y y pero no de la DNA pol imer.asa o • 

Resultados preliminares con n(Cleos purificados de trigo indican 

la presencia de DNA pol1merasa fuertemente inhibida por 

afidicol1na (Litvak y Castroviejo, 1987). 

DNA polimerasas con actividad asociada de exonucleasa se ha 

encontrado en trigo y arroz. Es tas enzimas no han si do purifica.das 

a homogeneidad, por lo que la presencia de la exonucleasa pud1era 

atribuirse a una contam1nac1c!n CLitval- y c~stroviejo, J9B7>. 

17 



DNA POLIHERASA BETA 

Existen muchas evidencias acumuladas en ai'bs recientes 

concernientes a la existencia de DNA polimerasa tipo o en plantas. 

Sin embargo es ~ás dificil hacer una afirmaciái para el ca5o de 

DNA pol imerasa (J <L1 tvaY. y CasitrovieJo, 1987). 

Se ha definido a una DNA polimerasa ~ de animales, como a una 

enzima de bajo peso molecular, localizada en el núcleo y altamente 

resistente a NEN. Más tarde se encontró que resistente a 

afidicolina • inhibida por ddTTP <Litvak y Castroviejo, 1987). 

Han sido encontradas ONA polimerasas de bajo peso molecular en 

remolacha, chícharo, tabaco y trigo <Litvak y Castroviejo, 1987). 

Las DNA polimerasas tipo (J encontradas en plantas tienen un peso 

molecular aproximado a 50 Kd. En coliflor se encontró una enzima 

de 70 Kd con algunas propiedades de DNA polimerasa ~. El p•r.átnetro 

de peso molecular, debe considerarse con cuidado ya que otro 

parámetro de importante considerac i én, es la actividad 

proteol!tica presente en los extractos de plantas. Para trigo, una 

D,NA poi imerasa de 50 Kd ha sido purificada casi a homogeneidad. El 

efecto de inhibidores y la especificidad de molde tuvieron claras 

diferencias compar~dola con las dos DNA pol imerasas tipo 

purificadas de trigo <Castroviejo et al, 1979>. 

DNA poliml!rasas de bajo peso molecular son inhibidas sólo por 

altas concentraciones de NEM en remolacha y chícharo. En chícharo 

la DNA pal imerasa tipo (l está fuertemente un1da a cromatina, como 

en el caso de algunas DNA polimerasas ~de animales, no obstante 

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

El papel de la DNA polilnerasa tipo ~de plantas en la reparacién 

no ha sido comprobado • No obstante, algunos resultados reportan 

que la síntesis reparativa de DNA inducida por lu~ ultravioleta en 

protoplastos de tabaco es resistente 

CastrovieJo, 1987>. 
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DNA P0L H1ERASA GAPlllA 

La DNA pol1merasa y de animales se encuentra la fracción 

nuclear y 1nitocondrial. Una DNA pol 1merasa de 100 Jl.d caracteri;:ada 

en trigo CCastroviejc et al. 1979>. se asemeja a la DNA pal icnerasa 

y de animales debido a su est1mulac1ái por KCl, por el fuerte 

poder inhibitorio de ddTTP y bromuro de etidio, por su resistencia 

a afid1colina y por su eficiencia para s1ntet1zar sobre moldes de 

poli(rA>-oli90CdT). Sin embargo, la DNA polimerasa de tr·1go no se 

localiza en mitocondr1a 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, 19841. 

La DNA pal imerasa de e lorop lastos de espinaca muestra 

características se111ejantes a las DNA polimerasas y de animales 

<Li tvak y Castroviejo, 1987>. 

DNA POLIIERASAS DE HITOCDNDRIA Y CLOROPLASTO 

Se ha encontrado una DNA polimerasa con un pego tltlolecular apar•nte 

de 190 Kd, purificada a partir de mitocondria de trigo, que es 

incapaz de reconocer poli(rAl-oligo<dT) como molde sintético, 

caractertstica principal de las DNA polimerasas tipo y. En cambio, 

es resistente a afidicolina, sensible a ddTTP y bromuro de et1dio, 

al igual que las pol 1111erasas mitocondr1ales de animales. Una 

enzima siMilar se ha encontrado en mitocondr1a de células de arroz 

<Li tvak y Castrov1eJo, 1987). 

No obstante estas evidencias, no es posible aÚ"l clas1fic•r la 

DNA poli111erasa mitocondrial de pl•ntas como una ONA pal imerasa y 

típica .. 

Por otra parte., se ha aislado una en::ima con un peso molecular 

aproximado a 105 J,d de cloroplastos de espinaca, que es capa:: de 

utilizar eficientemente un molde s1ntét1co de poli CrA>-oligofdTJ, 
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es sensible NEM y resistente a afidicol ina <Litvak y 

Castroviejo, 1987>. 

Otra ONA pol1merasa parcialmente purificada a partir de 

cloroplastos de chicharo de aproximadamente 87 Kd, no reconoce 

como molde poli <r•A>-oligotdT>, es fuertemente inhibida por NEH y 

bromu1·0 de et1d10 e insensible a af1d1col1na <Mcl:own Tewar1, 

1984). 

No es clar·o si la diferencia en el reconoctmiento de molde 

observado en las ONA polimer"asas de cloroplasto, sea debida 

diferencias intrínsecas de las en=imas al alto gr•do de 

pur1ficac1én; opcionalmente podría ocurrir una prote6lisis parcial 

durante la purif1cac1én con lo cual podría explicarse tanto la 

diferencia de cerca de 20 Kd en el peso molecular de ambas enzimas 

ce.Tic sus actividades <L1tvak y Castroviejo, 1987>. 

ACCION DE FITORREGULAOORES 

En las plantas superiores, las células son capaces de 

interaccionar de diversas formas. Se ha distinguido un grupo de 

moléculas orgánicas acttV"as en pequei"ias cantidades y que coordinan 

el crecimiento y desarrollo de las plantas. 

En 1881, Charles Darwin fue el primer investigador que postuló la 

e>:istencia de este tipo de sustancias. En 1934, el alemán K~l 

e::traJo sustancias de crecimiento de materiales biolc::gicos, 

cr1stali::-ando entre ellas la heteroauxina que identificó como 

ác:1do indolacét1ca CWeaver, 1976l. 

Actualmente e:.isten gran cantidad de compuestos sintéoticos que 

producen algun efecto regula.dar en el crecimiento de las plantas 

CWeaver., 1976 l. 

La e:{pres1¿n "regulador de crecimiento de las 

"f1 torregulador" puede emplearse para designar 

plantas." 

cualquier 

sustancia, sea natut·al s1ntet1ca, que pueda modificar los 

procesos f1siol,:.;.¡1cos de cualquier planta <Weaver, 1976). 



Se reconocen 5 grupos bás1cos de f1tor•regulado1"es cl.:isi ficados de 

,;¡cuerdo C\ su naturale=a qu1m1ca y a sus efectos f1s1ol~1cos: 

"Au'4.inas·•.- Promueven la elongac1éo celulat· de tal los y 

coleept1los. Inhiben la formac1cn de las yemas laterales y 

Ct"ec:1m1entc:1 de la rat.::. Intervienen en la d1terenc1ac100 celular". 

"Giberel1nas".- Estimulan general la germ1nac1on y el 

crec1m1ento del tal lo, yemas laterales y raiz. A n1'Jel molecular 

est1mulan la s1ntes1s de algunas h1d1·01.:1sas. 

"Etileno".- A concentrac1cnes baJa<s estimula la germ1nac16n y el 

crecimiento rJe brotes; tratamientos largos suprime la 

9erm1nac1CA1. Provoca la ca1da prematura de las hoJas, frutos 

Jóvenes y otros 6·9.:mos. Estimula la florac100 y la madurac1~ de 

frutos. 

''Acido Absc1sico".- lnh1be la germ1nac1én y el crecimiento 

posiblemente debido a la 1nh1b1c1én de las enzimas h1drol1t1-:as 

(Weaver, 1976). Se su91er-e que actua afectando el metabol 1smo 

de los ac1dos nuc:lé1cos la s1ntes1s r1e prote1nas 

Overbeek et al, 1967; Bar·low y P1let, 1984). 

"C1tocin1nas".- Intervienen en el crec1m1ento de ra1.z y tallo. 

Estimulan la d1v14!!16'l celular. Inter'11enen 

celular y desarrollo de cloroplastos. 

CITOCININAS 

la diferenc1ac:i6i 

El desc:.ubr 1m1ento de la5> r:1loc1n1nas parte de la ob<EOervac10'1 de 

que lo<.:. compuestos que contienen adentni', pueden mod1f1crtr la 

e::pres1c.n dei dr.scHTollo (fl1dwell, t979). 

La pr1me1·c< Cl +;oc1n1na. fue deo;cubier·t,_"\ a p,:u·t:1r de una mue~lt·a de 

de 1 ~5~ ! por Fol ke S~oog, 

.JUSt~1 1("'IT1e11te compu~<::>to iJ'." tt "'º ident 1 f te~ corno 

o-1urf1"'! l.am1110pur 1na conor:1dc> tcc'lmb1~ como c:inet1na (Weave,., 

1970•. 



No pasó mucho tiempo stn que se s1ntet1zar·an otras 1:1toc1n1nas 

nue .... as y má.s .activas, de las pr1meras fué la 

6-bencilam1nopu1•ina. Se demostró qut:? este compuesto, también 

conocido como Benc.i laden1na <BA> o Verdan. resulta eiicaz 

prolongador de la vLda de almacendmiento de vegetales frondosos y 

otros constituyentes de las plantas <Weaver, 1976) .. 

La primer'"' citoc1n1na cristalina se e:ttra10 de semillas de Lea 

•ays y se le denomin6 "zeatina".. La zeatina que ya ha 

sinteti::ado ''' l'J tro, es un co .. puesto apro!{imadamente diez veces 

más activo que la cinetina <Weaver, 1976>. 

Aunque la acciál de las citocininas se asocia especialmente ln 

estimulacién de la d1visiéo celular, ha demostrado que 

estimulan muchos procesos .netab61icos, incluso l.:a stntes1s de 

proteínas, DNA y RNA .. 

EVENTOS EN LOS QUE PARTICIPAN LAS CITOCININAS 

Divisico celular 

Las concentrac1ones e~tremadarnente baJas de zeat ina, 

provocan la di .. ·1sit!.n celular en médula de d1ierentes tejidos de 

tabaco y en e>'plantes de zanahoria, sin zeat1na u otra citocin1na 

se produce sólo un incr'emento l 1gero de estos teJ idos .. Se requiet·e 

citoc1n1na tanto en la 1n1c1ac1fu como en ld corit1nuac:i~ de la 

div1sico celuloJr <Weaver. 1976). 

Diferencia.cien celular 

Las citoc.1n1nas influyen en la d1ferenciaciéo celular del cull1~u. 

lntet·actúan con las aux1nas mostrando efectos difere11tes. por 

ejemplo, Sl-ooq y H1ller <19571 ent.:or.tra1·on en r:11lt1vo.-; de medulo:' 

en diferentes teJ1dos de tabaco nue c:ucnrlo la '=ant1d"'d d~ 

c:1toc:1n1nas es menor· en pr·upo1·c1,..11 Que las au::inits se prodLoc:e un 

desarrollo de 1·a1ccs 0 pero c.udndo es ele.,,a•1o se desci:r·ral l ,:tn tdnto 
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yemas como brotes. Cuando la relaciál es intermedia, se 

desarrollan te.iidos de callos diferenciados (Weaver, 1976) .. 

Las citocininas provocan también la elongacién de algunas hojas y 

de se~mentos de tal los. Estas respuestas se deben en gran parte 

la eNpansico celulat' CWeaver', 1976) .. 

Efectos antisenescentes 

Las citocininas, retrasan el envejecimiento de tejidos vegetales. 

La aplicaci61 de la BA, evita la senescencia en hojas viejas de 

plantas de frijol CB1dwell, 1979). 

Se sabe que las citocininas evitan la formacién de enzimas 

hidrol!ticas como nucleasas y proteasas, interfiriendo por lo 

tanto de manera indirecta con la desintegraciéo de los polimeros 

<Bidwel l, 1979). 

Movilizacién de sustancias 

Las c1toc1nJ.nas son importantes para el fenóneno de transporte de 

sustanc1as a diferentes partes de la planta <Weaver, 1976> .. 

Una sugerencia es que la citocinina puede estimular la formaci6i 

de moléculas de proteínas transportadoras involucradas en el 

movimiento activo de metabolitos <Bidwell, 1979). 

Las cilocin1nas causan una inmov1l1zac1é:n de los nutrientes, 

bien, su transporte a las áreas tratadas con éstas, siendo otro 

factor que actúa pura ev1 tar la senescencia CWeaver, 1976). 

Citocininas y luz 

L.,1s cil:ocin1nas tnteractuan con la 1UZ 9 y algunos casos la 

suGtt tuyen, durante el control de unol gran rant1dad de fen6nenos 

b1oloy1cos. Tal es el caso de las sem1llas en ciertas variedades 

t..h? lechuga que requieren luz para germinar. sin embargo pueden 

germinar en la oscuridad cuando tratadas previamento con 
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cinet1na <Weave,.., 19761. Las citocíninas pro11ocan también la 

síntesis de pigmentos <Horgan, 1984) y 

cloroplastos <Pathier, 1979). 

Ci tocínina5 y r.cidos nucléicos 

el desarro 11 o de 

Se ha encontrado que el contenido de ~c1dos nucléicos se 

incrementa al aplicar e.xógenamente c1tocininas a teJtdos 11egetales 

<Khan y Hei t, 1969; Grierson et al, 1977; Tsuj i et al, 1979; 

Yokoyama et al, 1980>. El tratamiento con citocininas a hojas de 

frijol y a cotiledones de pep1no induce un incremento considerable 

en el contenido de RNA total <Zwar, 1973; Yokoyama et al, 1981 J. 

Además, se ha 11ísto que al apl1car cinetina, e~iste un incremento 

en el contenido de DNA, el cual coincide con la div1siái celular 

(Phillips y Torrey, 1973>. 

reportado que e)iste una relaciái del Asimismo se ha 

fitorregulador el ciclo celular <Parker et al, 1978). 

Nishinar1 y Syono (1986) reportaron que e}:iste drástico 

incremento de citocininas, en los limites de la fase G
2
/N y otros 

más ligeros, durante la fase 5 del ciclo celular. 

Se ha sugerido, que las citocininas pre11ienen el efecto inhibidor 

del ácido abscisico <ABA>, aumentando el contenido de ácidOs 

nucléicos (Albanell et al, 1985; khan, 1967; Sus::ex et ctl, 1975>. 

POSIBLES MECANISMOS DE ACCIDN DE CITOCININAS 

El mecanismo de acc161 de las c1toc1n1nas se desconoce a la fecha. 

Como muchos otros mecanismos de acc16i el f1torre9ulador puedl?' 

unirse a una molécula receptora y poster1orment~ dc>sencadencJ una 

actividad b1olégica. 

Existen varias hipótesis acerca del posible ml."Cclntsmo de acción 

entre las cuales destdcan las si9u1entes: 
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Se ha reportado que lits citoc1ninas est1mulan la sintesis de 

ácidos nuc:lé1cos y de proteínas. Al parecer, el efecto de las 

citoc1n1nas en relac1cn a la sintes1s de proteinas a nivel 

traduccional. Los resultados de la alteracién de la actividad de 

los ribosomas por c1toc1ninas apoyan esta proposiciál <Kl5.mbt~ 

1981). 

Se sabe que las ci toc1ninas se une11 a los r1bosomas y al parecer 

una molécula de c1tocinina se une a cada ribosoma. Las citocininas 

actúan en las células de Acetabularia sin nú:leo y posiblemente 

también en ribosomas citoplasmát1cos. Se ha demo5trado que la 

síntesis de RNA en núcleos in v1tro se estimula por citocin1nas, 

por lo que se presume que pueden actuar 

CWeaver, 1976). 

ribosomas nucleares 

Otros fisi6logos han sugerido un posible mecanismo de acc1én de 

las c1toc1ninas que se relaciona con su presencia el RNA de 

transferencia CWeaver, 1976). No obstante, se ha encontrado que en 

cultivos vegetales, las citoc1ninas se incorporan al RNAt en muy 

baja proporciái y ésta no es muy especifica CHor9an, 1984). 

Se cree que las citocininas, pueden mod1f1car las propiedades de 

la RNA pol1met'asa, a trav6 de la un1i!n de un aceptar o cofactor 

localtzado en el citoplasma, afectando a la enzima directamente o 

a través de la modificaci6n de la cromatina a la cual se une la 

RNA pol 1merasa. Por lo que se dice que el fitorregulador estimula 

la síntesis total de RNA CKulaeva, 1981). 

Se han aislado proteínas de haJas de tabaco y centeno, con alta 

af1n1dad para c1toc1ninas, pero su func1én no es clara. 
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A N T E C E D E N T E S 

Se tiene conocimiento, que la germinac1én de una se111illa puede 

afectarse por la aplicaciái exégena de fitorreguladores y 

posible que, el control natural de la germinacién involucre una 

interacci6n de ellos, pudiendo ser promotores y/o inhibidores de 

tal evento <Khan, 1967; Addicott, 1?72). 

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 síntesis 

de ~idos nucléicos y la ger~inacién de la se~illa <Van Standen, 

1983¡ KOhler et al, 1982; Galli, 1984). En el laboratorio se han 

realizado estudios con Benciladenina <BA>, que es citocinina 

sintética, sobre algunos aspectos del metabolismo del DNA. 

Se ha encontrado que la BA pro•ueve la germinaciái de ejes 

embrionarios deteriorados de müiz, al menos de 3 

respecto a ejes deteriorados sin BA CZarain, 1987). 

4 veces con 

Por otro lado, Galli C 1984> propuso que existe un incremento en 

la sintesis de DNA nuclear en cotiledones de sandia crecidos 

agua y BA, la cual es diferente a la síntesis replicat1va. 

Zarain et al (1987> realizaron análisls cualitativos por 

cromatografía en BND-celulosa par~ di&tinguir y• caracterizar el 

tipo de síntesis de DNA que se lleva a cabo durante el inicio da 

la germinación de ~aiz <0-3horas), ya que exlsten ev1denc1as de 

que esa síntesis puede ser de tipo reparativo COsborne et al, 

1984; Vúquez Ramos y Osborne, 1986; Zaráín, 1987>. Para realizar 

lo anterior, se uti 1 izaron ejes embrionarios rirrad1ados (baja 

viabilidad> en los que, predonnn6 marcadamente, síntesis de 

tipo reparativo y ejes no irradiados (alta viabilidad> en los que 
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no fue posible d1fere'nciar una s!.ntesis predominante <tipo 

reparat1~a o repl1cat1va>. En cambio, cuando se adiciono la BA a 

ambos tipos de eJes <¡·-irradiados y no irradiados>, ésta provocó 

un incremento en la s1ntesis de ONA total que parecia ser 

preferencialmente de tipo reparativo. 

Posteriormente, estudios realizados por Reyes (1988>, i!1d1can que 

la BA estimula la s1ntesis de DNA total, cualquier tiempo 

durante las primeras 12 horas de germinaciái, en eJes embrionarios 

de ma1= tanto normales como y-irradiados; no obstante la cinética 

de la estimulacién es diferente en ambos. 

Tambiái encontró que la actividad especifica de la DNA polimerasa 

en extractos totales, se incrementa al agregar la BA. As! pues, la 

DNA pol 1merasa parece estar involucrada en el incremento de la 

s1ntesis de DNA que se observa al af'lad1r la BA a dichos tejidos. 

No obstante. se desconoce a que tipo de ONA polimerasa puede 

afectar la BA. 

El presente trabajo se llev6 a cabo con el propósito de deternunar 

a que tipo de ONA pol1merasa puede afectar dicho fitorregulador. 

Para efectuar lo anterior, se aislaron núc:leos de 

embrionarios de maiz imbibidos en presencia y ausencia de la BA 

por .:, 6 y 24 horas. Se midió la actividad especifica de la 

en::ima, tanto en la fracc1á1 nuclear como en la citoplasmatic:a 

Además con la finalidad de distinguir entre diferentes actividades 

de DNA pol imerasas, usaron algunos inhibidores especificas de 

las DNA pol1merasas de animales. 
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H 1 P O T E S 1 S 

Dado que existen evidencias de que la citocinina Benciladen1na al 

ser agregada e::égenamente <i ejes embr1onar1os de maí;::, estimula la 

actividad de la DNA polimeras3 en los extractos totales de dichos 

tejidos (eJes embrianar,ios), postulamos que la DNA pol imerasa 

localizada en núcleos es pr'eferenc1almente estimulada por dicho 

ti torregulador. 

O B J E T 1 V O S 

-Conocer si la estimulaci,én en la actividad espec.itica de la DNA 

polimerasa por efecto de la Benciladenina ocurre en nú::leos y/o en 

Citoplasma. 

-11edir la actividad específica de la DNA pol1merasa, con ensayos 

tipo a y (1, de los e>ttractos nucleares y citoplasmatícos. A la vez 

determinar a que tiempo de la 9erminacién temprana de eJes 

e9brionarios de maíz, la enzima es más sensible al efecto 

estimulatorio de la Benciladenina. 

-Determinar a que tipo de DNA polimerasa corresponden las 

actividades especificas mostradas, de acuerdo al efecto de algunos 

inhibidores cl~sicos de las DNA pol1merasas o y n de animales. 
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MATERIALES Y METODOS 

Al MATERIAL BIOLOGICO. 

Para los experimentos se utilizaron semillas de maiz de la 

variedad "Chalquei"ío" que fueron adquiridas en PRONASE <Productora 

Nacional de Semillas de la SARH> 

Bl SOLUCIONES AMORTIGUADORAS Y REACTIVOS El1PLAEADOS 

Todos los reacttvos utilizados fueron de grado anal1t1co. 

B. 1 > Solucién amortiguadora de imbibiciál <SAU. 

Tr1s-HCl <pH=7.6l 50.0 mM 
l{Cl so.o mM 
HgCl2 10.0 mM 
Sacarosa 2.0 "M 
Cloranfenicol 10.0 1-9/ml 

8.2) Solucién de Benciladenina <BA>. 

La BA se disuelve en HCl (1 N> ajustando el pH a b NaOH Cal 

1~> y se diluye con agua destilada hasta alcanzar una 

concentracié:n de 1 x 10-3 M. Esta solución se esteriliza a través 

de filtros Mill1pore. 

Se prepara una solucién control de la migma manera que la anterior 

ausencia de BA. 

B.3) Soluciál amortiguadora de imbibici6-l con BA. 

A la soluc1én de BA de conc:entrac16l 1 x 10-!I H se le lleva, con 

SAI a una concentrac1én final de 1 x 10_, M. 
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B.4) Soluciones requeridas para la extraccién de núcleos. 

B.4.1) Solucién amortiguadora para la homogeneizacicn de ejes 

embrionarios de maiz <Buffer 1>. 

Tr1s-HCl lpH=7. Sl so.o mM 
KCl 20.0 mM 
MgCl:i 20.0 mM 
2-Mercaptoetanol 10.0 mM 
Sacarosa 1.2 M 
Glicerol 30 .. 0 7. 

B.4 .. 2> Solucién aMOrtiguadora para la ha.ogeneizaciai de núcleos 

(Buffer 2). 

Tris-HCl <pH=7.5> so.o mM 
MgClz s.o mM 
2-Mercaptoetanol o.s mM 
PMSF 0.1 mM 
EDTA 0.1 mM 
Glicerol s.o 'l. 

B.5) Soluciál a.art iguadora de diálisis. 

Tris-HCl lpH=7.bl 50.0 mM 
MgClz s.o mM 
2-Mercaptoetanol o.s ml1 
PMSF 0.1 mM 
Glicerol s.o ;¡ 

B.5.1) Preparaciál de bolsas de diálisis. 

Las bolsas se hierven tres veces con NaHC09 por 10 minutos 

aproximadamente y tres veces con EOTA 5 mt1. Por último se guardan 

en una soluc1éo que contiene EOTA 5 mM y etanol al 20 h y 

mantienen en refrigerac:icri a 4°C. 

B.6> Liquido de centelleo. 

2, 2 'p-feni l-b1s (5-fenoxazol) \POPOP> 
2'-difeniloxazol <PPO> 
Tolueno 
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B. 7l Solucién amortiguadora para activaciát del DNA. 

Tr1s-HCl <pH=7. 5) 50.(1 ¡.i1 
H9Cl2 5.0 ¡.i1 
Albúrruna de suero bovino <ASBl 0.5 mg/ml 
ONA de timo de ternera 0.25 mg/ml 

B.B> Soluciones utilizadas para medir la actividad 

ONA-polimer"asa: 

de 

B.8.1) Solucil!:n amortiguadora de reacci6'1 para DNA polimerasa 

Tris-HCl <pH==7.6J 50.0 ml1 
KCl 20.0 .. 11 
HgCh 10.0 ml1 
ATP 1.0 ml1 
2-Hercaptoetanol 0.4 ml1 
dATP 0.1 ml1 
dCTP 0.1 ml1 
dGTP 0.1 ml1 
Glicerol 4.0 'Y. 
DNA activado !O.O J...9/ml 
(meti l- 9H > TTP<BO Ci/mmol; NEN s.o ,,Ci /mi 
Dupont USA>. 

B.B.2> Soluciál amortiguadora de reaccién para ONA polimerasa n. 

Tr1s-HCl tpH=B.S> 
1'.CI 
MgClz 
ATP 
:?-Mercaptoetano 1 
dATP 
dCTP 
dGTP 
Glicerol 
DNA activado 
<metil- 9 H >TTP<BO C1/mmol; NEN 
Oupon t USA>. 

B.B.3> DNA de esperma de salmén. 

Cdisuelto en agua destilada> 

so.o ml1 
100.0 m11 
20.0 m11 
l. o ml1 
0.4 ml1 
0.1 .. 11 
0.1 m11 
0.1 m11 
4.0 • 10.0 ¡...g/ml 
s.o ¡,..Ci/ml 

2.0 mg/ml 

la 

B.9) Reactivos para deter~inar proteínas por el método de L04iotry 

modificado <Peterson, 1979). 
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9.9.1> Reactivo A. 

Se me::clan proporciones iguales de NaOH 0.8 N1 SOS 10~, 

destilada y una solución de 

B.9.3.1) 

cobre-tartrato-carbonato 

9.9.2) Reactivo B. 

Reactivo de Folin-Ciocalteu 

Agua destilada 

9.9.31 Soluciones ca.pleMentaríau: 

1.0 

5.0 

B.9.3.1> Soluciál de cobre-tartrattt-carbonato <CTCJ. 

Carbonato de sodio 
Sulfato de cobre pentahidratado 
Tartrato de sodio-pota5\o 

10.0 
0.1 
0.2 

vol. 

vol. 

agua 

<CTC, 

CLa solución es estable por 2 •eses a temperatura ambientel 

B.9.3 .. 21 Desoxicolato de sodio <DOC>. 0.15 % 

9.9.3.3) Acido tricloroacético <TCA>. 72.0 Y. 

B.9.4) Solucién proteica par• la construccit:n de la curva patréQ. 

Albúmina de suero bovino (ASBJ 
<disuelta en agua destilada> 

S .. tOJ Soluciái ataartigua.dora para nuc laasa. 

Tris-HCl fpH=7 .. 6J 
KCl 
l19Cl• 
ATP 
2-t1ercaptoetanol 
Glicerol 
DNA •arcado con Cmeti 1-'H>TTP 
180 Ct/mmol; •NEN Dupant USAl 
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B.11) Solucién amortiguadora para endonucleasa. 

Tris-HCl (pH=7.6> 
KC:l 
MgC:lz 
ATP 
2-Mercaptoetanol 
Glicerol 
Plásmido de ONA 

B.12> Solucién de carga para geles. 

B.!3) 

EDTA 
Sacarosa 
Azul de bromofenol 
sos 

Soluciái 

CYris-borato-EUlA>. 

T1·is base 
Acido bórico 
EOTA 

C:I l!ETODOS 

aa.ort iguadora 

C.1) Obtenciál de ejes e..tlrionarics. 

so.o 
20.0 
!O.O 
1.0 
0.4 
4.0 
!.O 

so.o 
37.0 

0.1 
0.01 

para 

89.0 
89.0 

2 .. 0 

mH 
mM 
mH 
roM 
mM 
% 
µl/25µJ 

% 
% 
% 
:,¡ 

electro'foresis 

mH 
.. 11 
ml1 

La e}(tracci61 de los ejes embrionarios de nta.f.z se llevó a cabo por 

diseccié.n manuaLGeneralmente la e)Ctrac.c:iÓ"l de los ejes se rea.1126 

uno o dos dias antes del experimento y cuando los ejes no se 

utili::aron inmedi.:.tamente se mantuvieron en un desecador a 4°C. 

C.2) Imbibiciái de ejes ellbrionarias. 

Para cada e::perimento se incubó una muestra control y otra muestra 

coriSA (D.1., B.3}~ 

Generalmente para cada muestra se 1.1tt l i.z6 un gramo de ejes 



embrionarios, se lavaron con agua destilada y se colocaron entre 

dos discos de papel fi 1 tro Whatman <No. 1 J dentro de una ca Ja 

Petri de 5 cm de diámetro y se af"tadió 0.8 ml de SAl en presencia o 

ausencia de BA a ejes incubados por 3 horas, 1 ml a eJes incubados 

durdnte 6 horas y l.ó ml a eJes incubados durante 24 horas. 

Las manipulac1ones anteriores realiza ron condiciones de 

esterilidad, utili;?ando un mechero de Bunsen. Los discos de papel 

filtro así. como las caJas Petri fueron esterilizados previamente 

en autoclave. 

La incubacién de las muestras se realizó en una baf"O maria 

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

Una vez que el tiempo de incubacién term1n61 los eJes se 

procesaron de tnmediato o b~en se congelaron a - 70°C hasta su 

C.3) Metodologia para la extracciá'l de núcleos 

e9brionarios de ~aíz. 

de ejes 

Cada muestra de ejes embrionarios se homogeneizó con 2 ml de 

éuffer 1 (0.4.1> durante 2 minutos aproximadamente en mortero 

pre-enfriado a 4°C. El homogenado se filtro a través de dos capas 

de papel miracloth con ayuda de vacio, los residuos del mortero se 

lavaron dos veces con 2 inl de buffer 1 1 filtrándose cada lavado; y 

finalmente el residuo contenido en el papel miracloth se lavo con 

4 ml de buffer 1. El filtrado se recibió en un matraz Kitasato de 

125 ml frío, posteriormente el f1 ltrado se pasó a un tubo Corex de 

15 ml fr1o; y s~ centrifugó a 20 O(M) x g durante 40 minutos a 4°C 

en una ultracentrlfuga Beckman modelo J2-21 usando un rotor JA-20. 

Una vez terminada la centr1fugac1én se separó el sobrenadante 

<fraccic!n ci t.oplasmática> el cual se guardo 

a 4°C hasta dial i:o::arlo. 

Por otro lado la pastilla que contenia los nu::leos 

en 1.5 ml de Buffer 2 <B.4.2), y transf ir 1 ó a 
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pol icarbonato. 

El sed1mento nuclear resuspend1do congelo ta 1oºc> y 

descongeló (a temperatura ambiente>, esta operac1ái se real1z6 3 

veces. Poster1ormente se centr1fug6 a 100 000 x g durante 2 horas 

en una ultracentrifuga Beckman modelo TL-100, utilizando un rotor 

de ángulo fiJo. 

El sobrenadante nuclear resultante, asi como el citoplasm.1tico 

dial1zar·on en bolsas <B.5.1>, contra l litro de Buffer de diAlisis 

(8.51 durante 15-18 horas. 

C.4) t1etodologia para la obtenci&i de ONA activado. 

l mg de DNA de timo de ternera se disolv16 en 4 ml de Buffer de 

act1vac1á'1 <&.7), una vez ya disuelto se agregaron 4 µl de DNAasa 

<O.OS mg/ml >, se Lncub6 a 37°C durante 15 minutos y se calentó 

77°C por 5 minutos, 1nmed1atamente despué-5 se enfrío en hielo. Se 

guardo en congelacicn a -2oºc hasta su uso. 

C.5) Oeterminac1én de la actividad de la DNA polimerasa. 

C.5.1) Ensayo de DNA polimerasa tipo o. 

Se agrego a cada tubo una mezcla de reacct&i cuyo volúnen total 

fue de 100 µl conteniendo 48 µl de soluc1&1 amortiguadora de 

i-ec.41cc16n o <B.8. t >, 40 µl de e:< tracto crudo de ONA polimerasa 

<extracto nuclear o c1t.oplasmá.t1col y 12 µl de agua destilada. 

Los tubos se incubaron a 37°C en un bai"ío maria por .30 minutos para 

que se llevara a cabo la reacciál, la cual se detuvo adic1onando 

t(lt) µl de ONA de espe1·mc-¡ de salmén <B.8.31 y 3 ml de TCA al 10% 

fria. Los tubos permanecieron en hielo al menos 30 minutos. 

La rad1act.1vidad incorpor-add en fot·ma insoluble TCl'.t se recuperó 

filtrando tas muestros con un sistema Mill1pore eri filtros de 
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fibra de vidrio Whatman GF/C. Los filtros se lavaron 2 veces con 

TCA al 5'l. \5 ml> y 3 veces con etanol al 96'l.. <5 ml). Se secaron y 

colocaron en viales conten1endo liquido de centelleo <5 ml1. 

Se determinar-en las cuentas por minuto (cpm) en un contador de 

centelleo liquido, Packard Tri-Carb. Se calculó la act1v1dad 

enzimatica <A.E1 d1vid1endo las cpm entre la cantidad de prote1na 

contenida en el extracto. 

C.S.2> Ensayo de DNA polimerasa tipo (1. 

Se determin6 igual que para la DNA polimerasa o. <C.5.1> cambiando 

solamente la solucim amortiguadora de reacc1cn (l <B.8.2). 

C.5.3> Efecto de inhibidores. 

La actividad de las ONA pol1merasas tipo o y~ se ensay6 en la 

fol""ma anteriormente descrita <C.5.1 y C.5.2> 1 con excepcién de que 

a la mezcla de reacciál se le arlad1et""on diferentes inhibidore~ 

para detel""mtnar su efecto. 

C.5 • .3.lJ /tftdicolina, concentraciCn final de 1.47 

disuelta en dimetil-sulféixido <DMSO>. 

Para este inh1bidor se inclu;ro un control adictonal al que se le 

agreg6 la cantidad equ1valente del solvente utilizado. El dato 

obtenido se uso para caicular el efecto del 1nh1b1da,.. 

C .. 5 .. 3. 2) Didesoxi tim1dina tri fosfato (ddTTP/, concentrac1ál final 

de 3.12 ~ 10-• M disuelto en aqua destilada. 

C.6> Determinacién de prote1na en los extractos por la técnica de 

Lowry modifica.da. <Peterson, 19771. 

Se elaboró una curva patrén con 

lo cual se tomaron alicuotas ae la soJuci<.n de ASB y se completo 
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el volúmen a 1 ml con agua destilada, para obtener un rango de 

concentracién de O a 100 J.g/ml de proteína. 

Por otro lado tomaron al icuota.s de 50 µl para extractos 

nuclE?ares y 20 µl para extractos citoplasmáticos, y se llevaron a 

un volúmen final de 1 mt con agua destilada. A cada muestra se 

agregó desoKicolato de sodio (DQC) al 0.15 'l. C0.1 ml) y se incubó 

a temperatura ambiente 10 minutos. Transcurrido este tiempo se 

agregó TCA al 72'l. CO. 1 ml), se agitó y se dejó precipitar 30 

minutos en hielo. Posteriormente se centrifugaron las 

3000 rpm durante i5 minutos en centrifuga 

muestras 

4°C. El 

sobrenadante se eliminó y los tubos se dejaron 10 minutos b0°C 

para secar el precipitado, a cada tubo se af"iadi6 

destilada y 1 ml de reactivo A CB.9.t>, se agitaron y 

ml de agua 

dejaron 

reposar 10 minutos a temperatura ambiente, finalmente se agregó 

0.5 ml de reactivo B CB.9.2), se dejaron 30 minutos a temperatura 

ambiente para que desarrollaran la reaccién calorimétrica. Se leyó 

la absorbencia de las muestras a 750 nm. 

En cada uno de los extractos se determinó el contenido de 
proteínas. 

C.7) Metodología para marcar DNA activado. 

Se preparó una solucién amortiguadora para DNA polimerasa a 

<B.8.1> conteniendo 3 veces mas DNA activado que en la soluciái 

origin~il <30 J..g/ml>, todo esto se hizo en un volúnen de 198 µl al 

que se agregaron 2 µl de DNA pol imerasa-I <el fragmento klenow> 

obteniendo un volúnen total de 200 µl, contenidos en un tubo 

eppendorf, se incubó a 37°C durante 30 minutos. Una vez terminado 

el periodo de incubacién, las prote!nas se extraJeron 2 veces con 

fenal <200 µl>. a la fase acuosa se artadió acetato de amonio 3M 

(10 µl>, etanol absoluto <420 µl) y se guardó a -70°c por 30 

minutos para precipitar el DNA. Después centri fug6 en una 

m1crofuga IEC a má:dma velocidad, durante 10 minutos 4ºc. Se 

decanto el sob,-enadante y la pastilla se secó en un desecador con 

vaclo durante 5 minutos. 



Finalmente se resuspend16 el ONA activado marcado 200 µl de 

un Buffer que conten!a SO aiM de Tr1s-HCl <pH 7.6). 20 mM de J<Cl y 

10 ml"I de MgClz CB.S.1) y se congeló a -20°C hasta su uso. 

C.8> Hetodologia para detectar nucleasas en 

nucleares. 

C.B.t> Nucleasas en extractos nucleares. 

los extractos 

Se agregó a cada tubo una mezcla de reacciai cuyo volúnen fué de 

100 µl, la cual contenía 58 µl de solucién amortiguadora para 

nucleasa CB.10>, 2 µl de agua des ti lada y 40 µl de extracto 

nuclear de 50 ejes embrionarios imbibidos con SAI <extracto 

control) por 3, 6 o 24 horas. Se incluyó una muestra control a la 

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

De aquí en adelante las operaciones subsecuentes se real izaron de 

la misma forma que para el ensayo de actividad de DNA polimerasa a 

<C.5.1> que incluye desde la incubaciál hasta la obtencién de las 

cuentas por minuto Ccpm>. 

C.8.2) Ensayo de endonucleasa. 

Se preparó una mezcla de reacciói la cual contenia 13 µ1 de 

soluciál amortiguadora p~ra endonucleasa <B.11) y 12 µl de 

extracto nuclear de 100 ejes e~brionarios imb1bidos con SAi por 3, 

6 o 24 horas. 

Cada una de las tres muestras se incubó a 37°C por 30 minutos para 

que se llevara a cabo la r-eacciá1, posterio,.merit:e a B0°C por 1(1 

minutos para dE:>tener la reaccitn. Se cent.rifug6 25 segundos 

apro>:imadamente, en una m1crofuga IEC a má::ima velocidad .. 

Una vez centrifugadas las muestras se les a~dió 2 µl de solL1ciCn 

de carga para geles <&.12) y se colocaron las muestras los 

pozos del gel <C.9>. 
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C.8.3> Electroforesis para determinar presencia de endonucleasas. 

Se pes6 a9arosa y se le agregó un volúnen nccesar10 de soluciál 

para electroforesis <B.13> para forma1· un gel al 1 X. En un matt•az 

se calent6 la me=cla hasta punto de ebulliciál <quedando la 

agarosa completamente disuelta), se enfr16 aproximadamente a 50°C 

y se virti6 en una cámara para electroforesis, una vez que el gel 

solidificó, se sumerg16 en solucién para electroforesis y se 

procedió a cargar 25 µl de cada muestra al gel <muestras obtenidas 

en el ensayo de endonucleasa, C.8.2). 

Se corrió la electroforesis aplicando un amperaje constante de 15 

mA durante 6 horas. 

Cuando finalizó la corrida el gel se lavó con agua destilada y se 

tinó con una soluciái de bromuro de etidio (10 ,.g/ml> durante 35 a 

40 minutos. Posteriormente el resultado de la electroforesis se 

observó por medio de un transiluminador de luz ultravioleta. 

C.9> Cinética enzimática 

Se utilizaron extractos nucleares de 3, 6 y 24 horas de 

imbibición, en ausencia de BA. Para cada extracto se utilizaron 50 

ejes embrionarios de maíz. 

Se real i ;;::aron ensayos de DNA pol imerasa tipo a <C.5. 1> 1 en los que 

se incubaron diferentes muestras a 37°C en un bano maria durante 

diferentes periodos de tiempo UO, 2(), 25, 30 y 60 minutos). 

Las manipulaciones s19uientes se llevaron a cabo de la misma forma 

que para el ensayo de DNA polimerasa tipo (ver C.5.1>, que 

incluye la prec1pitaciOO del material radiactivo incorporado en 

forma insoluble en TCA hasta la obtenciái de las cuentas por 

minuto Ccpm>. 
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RESULTADOS 

ENSAYO PARA DETECTAR PRESENCIA DE NUCLEASAS EN LOS EXTRACTOS 

Debido a que el material utilizado en los ensayos para determinar 

la actividad de la DNA polimerasa fueron " extractos crudos ", se 

determinó la posible existencia de nucleasas en éstos. Se preparó 

una mezcla de reacciói que conten1a DNA activado marcado con 

(metil-\OTTP <C.8.l) y una muestra de extracto crudo de DNA 

polimerasa nuclear correspondiente a 3, 6 o 24 horas de imbibiciál 

de ejes embrionarios de ~aiz. 

Los resultados obtenidos, mostrados en la tabla 1 1 indican que no 

hay p..,dida de marca a los diferentes tiempos de imbibiciái <3, 6 

y 24 horas) usando como control una muestra de DNA marcado al que 

no se le agregó extracto proteico (C.8.l). 

e>Ctracto nuclear crudo 
de DNA pol imerasa 

tiempo de control 3 hrs b hrs 24 hrs 

1.mbibiciéo (sin extracto) 

cp• 1464 1628 1646 1597 

Tabla 1. Ensayo de nucleasa en extractos nucleares a dtterentes 

tiempos de imbibic1ál <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 preparó una me~cla de reacciái CC.8.2> que contenía, 

un plásm1do de DNA circular covalentemente cerrado y extracto 

nuclear crudo de ONA polimerasa de 3, 6 y 24 horas de imbibic100. 

Posteriormente, Jos productos de reaccién se anal izaron mediante 

la técnica de electroforesis., en gel de agarosa al 17. <C.8.3). El 

resultado de la (?lectroforesis se observé por medio de un 

transiluminador de luz ultravioleta. 

La figura 1 pertenece a una fotografía de un gel de agarosa al 17. 

en el cual el carril CG>rresponde al control <no contiene 

extracto nuclear crudo de. DNA pol 1merasa >, donde se observan tres 

bandas: la banda superior corresponde a unidades mul timéricas de 

DNA, la banda intermedia corresponde a un DNA relajado circular 

covalentemente cerrado y la tercera banda pertenece DNA 

superenrrollado circular covalentemente cerrado. Los carriles 2, 3 

y 4 corresponden a e:<tractos provenientes de 3, 6 y 24 horas de 

imbibici6n respectivamente. En los tres casos se observa que, 

virtualmente desaparece la banda superior¡ que corresponde a 

unidades mul timéricas, posteriormente se observa una banda de un 

DNA relaJado circular covalentemente cerrado, seguida de Kta 

aparece una banda que pertenece a un DNA lineal, después aparecen 

bandas no muy claras que pudieran representar cortes en el DNA y 

por último, aparece una banda de un ONA superenrrollado circular 

covalentemente cerrado. 

El hecho de q1Je la banda superior desaparezca casi completamente y 

aparezcan múltiples bandas de ONA lineal, podría indicar la 

presencia deo un tipo de endonucleasas de corte (n1co o más 

probablemente; la presencia de topoisomera.sas, que produJeran una 

serie de estados topológicos del DNA, ya que como antes se 

mencion6, se utiliz6 para el ensayo 

circular, cavalentemente cer-rado. 

DNA preferencialmenta 



2 3 4 

Figura t. Electroforesis de DNA en gel de agarosa 

al 1%. Carril 1: control Cno contiene extracto 

proteico>. Carriles 2, 3 y 4 corre~;::::~de., 

extractos nucleares de 3 1 6 y 24 horas de 

imbibicién de ejes embrionarios de maiz 

respectivamente. 
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CINETICA ENZIMATICA 

Con el objeto de conocer si había linearidad en la incorporacién 

de marca al DNA en el ensayo, decidimos realizar ensayos de ONA 

pal imerasa tipo o CC. 6. 1 >, variando el tiempo de incubaci 6"1. Los 

tiempos de incubaci6n estudiados fueron: 10, 20, 25,, 30 y 60 

minutos. 

En la fi9ura 2 se puede apreciar con claridad que la incorporaciál 

del nucle6tido radioactivo al DNA sigue un comportamiento de tipo 

lineal, en ensayos conteniendo e~tractos de ejes embrionarios 

imbibidos durante 3, 6 y 24 horas respectivamente. 

Los resultados obtenidos muestran que no se afecta Ja 

incorporación de la marca al ~olde de DNA, aunque existan 

nucleasas en los extractos para el tiempo que dura el ensayo de 

DNA polimerasa (30 minutos). 

EFECTO DE LA BENC 1 LADEN l NA <BA) EN LA ACTI V !DAD ESPEC 1F1 CA DE LA 

DNA POLIMERASA NUCLEAR V CITOPLASMATICA. 

La actividad especifica <A.El se midió relacionando l• 

radiactividad incorporada e insoluble en ~ido tricloroacético 

<TCA) durante el ensayo en for1na de cuentas por minuto (cpm), 

entre la cantidad de proteínas <.c-g> de la nM.Jestra del extracto 

crudo de DNA polimerasa CC.S.1>. 

En este conjunto de experimentos, primer lugar se probó el 

efecto de la BA en la A.E. de la DNA polimerasa con un ent>ayo. tipo 

o, de extractos nucleares y citoplam~ticos (C.3>. Para llevar 

cabo lo anterior, se utilizaron ejes embrionarios, imbibidos en 

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

Lr'.1 figura 3 muestra un incremento del 49X en la A.E. de la DNA 

polimerasa en el c:<tracto nuclear, cuando los ejes se imbibieron 

con BA durante:'.': horas. P,;wa el extracto citoplasmático fue del 
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INCORPORACIOI< DE (metil 3 H) TTP. (CPM) 

10 

Figura 2: 

-e hrs. -+- 3 hrs ....+- 2-1 hrs 

20 30 

TIEMPO (min) 

40 50 

Curva de actividad enz1mat1ca contra 

tiempo. La fuente de enz1ma fueron extractos nuclea­

res de eJes embrionarios de ma1z tmb1bidos por 3, 

b y 24 horas ( Ensayo de ONA pol 1merasa tipo u >. 
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12 % bajo las mismas condiciones. 

Los datos anteriores nos muestran que e><iste una estimulacién 

preferencial en la A.E. de la DNA polimerasa nuclear, en extractos 

de eJes imbibidos con BA durante 3 horas, mientras que en los 

eHtractos citoplasmáticos la estimulaci~ por BA es menor. 

Al observar que la estimulaci61 por la BA se presentó 

preferencialmente en la A.E. de la ONA polimerasa nuclear, los 

siguientes el:perimentos consistieron en saber a que tiempo durante 

las pr1meras 24 horas de la germ1nacién, la DNA polimerasa 

responde mayormente al efecto estimulatorio de BA. Con este fin se 

mid16 la A.E. de DNA polimerasa, con ensayos tipo a y (1, en 

e::tractos nucleares y c:itoplasmáticos de eJes embrionarios de malz 

imbib1dos por 3, 6 y 24 horas, en ausenc1a y presencia de BA. 

Rutinariamente los ensayos tipo a y (J se realizaron en las 

condiciones ¿ptimas para ONA polJmerasa o. y una variacié:n del 

ensayo n de animales. La diferenc1a entre los dos ensayos estriba 

en que la me=cla de reacciéo para el ensayo tipo a tiene una menor 

concentrac1C::O de sales y un pH menos alcalino que para el ensayo 

t1po n lB.8.1 y B.8.2>. Usualmente para el ensayo tipo n se 

utiliza una fuerza iCOlca de 100 mM de KCl y un pH de 8.5; y 

lleva a cabo una preincubaci61 de la mezcla de reacciái con 

N-etilmale1mida <NEM>, inhib1dor de DNA polimerasa a de animales, 

con el f1n de inact1var esta pol1merasa <VA.zquez, A. y 

Vá;:quez-Ramos, 1988>. Sin embargo, en el caso de plantas y en 

especial en malz se ha encontrado que NEH inhibe totalmente la 

actividad enzimática de ONA pollmerasa, .i cualquiP.r pH y fuerza 

i611ca <Meléndez Lépez, S.G., manuscrito en preparacién). En un 

trabaJO previo de este laboratorio, se determinó que el pH de a .. 5 

y la utilizaci6"l de fuerza i~ica alta 0100 mM> inhibe más de 75k 

a una DNA polimerasa parcialmente· purificada, por lo que 

dec1d16 utilizar esta mod1t1cac1én del ensayo para DNA polimerasa 

(!con el propósito de tratat~ de diferenciar entre posibles enzimas 

presentes. 
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% DE ACTIVIDAD ESPECIFICA (AE) 
200% 

l4Q% 

Nu (-BA) Nu (•BA) et (-BA) t.:1 (•BA) 

Figura 3. PorcentaJe de act1v1dad especifica de la 

DNA polimerasa, en eKtractas nucleares (Nu> y cito­

plasmAticos (Ct>, de eJes embrionarios de maiz iín­

bib1dos por 3 horas en ausencia y presencia de Ben­

c1 laden1na <BA>. <Ensayo tipo o). 
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Aunque en realidad no sabemos si existen dos tipos diferentes de 

en;::imas o sólo se trate de una sola eno:ima, que responde de manera 

diferente a la variacién de sales y de pH. 

Los datos que a continuaci&i se presentan 

menos ~ experimentos independientes. 

el promedio de al 

En la tabla =A observamos que la A.E. de la DNA polimerasa nuclear 

en los ensayos tipo a y (3 se estimula por BA. La mayor 

estimulac:iér"l se pre!:;enta a 3 y 2" horas de imbibiciá'l. A las 3 

horas de imbibición la A.E. de la DNA polimerasa, para el ensayo 

tipo a se estimula 32'l. y en el ensayo tipo ~se estimula 241.. Los 

resultados a 24 horas de imbibicién son de 361. y 37X de 

estimulacién para el ensayo tipo a y (3 respectivamente. La 

estimulacién a 6 horas es menor con 17X y 10X para el ensayo a y ~ 

respectivamente. 

En la tabla 28 podemos observar que el comportamiento en la A.E. 

de la DNA polimerasa, en los ensayos tipo a y (1 en extr"'actos 

e i top lasmát ices, diferente con respecto les extrae: tos 

nucleares. En los diferentes tiempos de imbibiciái, para el ensayo 

tipo a no se presenta estimulaciái por BA en la A.E. de la DNA 

polimerasa en extractos citoplasm~ticos, y para el ensayo tipo n 
sólo se presenta estinM.Jlaciá"l por BA 

siendo ésta de 9%. 

6 horas de imbibicién 

En la tablas 2A y 28 los datos entre paráitesis corresponden al 

promedio de A.E. de los ensayos, dado como cpm/~ de proteina. 

EFECTO DE INHIBIDORES DE LAS DNA POLIMERASAS DE ANIMALES EN LA 

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA DNA POLll1ERASA NUCLEAR V 

C ITOPLASl1A TI CA. 

Se ha observado que NEH y ara-CTP inhibidores de las DNA 

polimerasas o de animales, tienen un alto poder inhibitorio 

(alrededor de 907.) sobre la actividad de las enzimas aisladas a 

partir de e:<tractos totales de ejes embrionarios de maíz de 3 y 24 

horas de imbibiciái <Vázque= A., 1986>. 
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A 

B 

DE ESTll'llJLACION 

ONA po 1 i meras a 

nuclear 

tiempo de imbibic i6n 

ensayo tipo 

(l 

DNA pol 1merasa 

ci topla!!mática 

ensayo tipo 

(l 

3 hrs 

32 ± 14 

<A·. E.= 346l 

24- ± 6 

<A. E.= 18ll 

DE 

ó hrs 

17 ± 8 

CA.E.= 390l 

10 ± 2 
CA.E.= 154l 

ESTI 111.JLAC I CIN 

tiempo de imbibición 

3 hrs 

o 
<A.E.= 681 

o 
CA.E.= 22l 

6 hrs 

o 
CA.E.= b3l 

9 ± 6 

(A.E.= 19) 

Tabla 2. Porcentaje de estimulac1én de la 

24 hrs 

36 ± 12 

CA.E.= 119) 

37 ± 24 

CA.E.= 108l 

24 hr& 

o 
CA.E.= 24) 

o 
CA.E.= 20l 

act 1 v1dad 

especifica <A.E.J de la DNA polimerasa por Benciladenina 

<BA>, en extractos de ejes embrionarios de malz. AJ DNA 

pol1merasa nuclear y B> DNA polimerasa c1toplasmAtica. 
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Ademas, se ha visto que la act1v1dad de la DNA polimerasa de 

extractos nucleares y c1toplasmá..ticos de eJes embr1onar1os de 

ma!::, es fuertemente 1nh1bida por NEH <Heléndez Lépez, S.G., 

comun1c:ac1cn personal). 

Las DNA pol1merasas aisladas de ejes embrionarios de mai.z 

diferentes tiempos de la 9erm1nac1én, son sensibles a af1du:olina, 

1nhibidor de ONA pollmerasa et de animales, siendo inhibidas lOí'. 

3 horas y 60% a 24 horas después de establecida la imbibl.c16n 

lVázquez A., 1986). 

Otros estudios real izados en el mismo modelo indican que ddTTP, 

inh1bidor clásico de la DNA polimerasa (J de animales, muestra 

d1fer~enc1as en la 1nhib1c1cn de la enzima aislada a cero horas de 

la germina.cien <Coello Cout1F10, 1989). 

Debido a estos antecedentes se decidió usar afidicolina y ddTTP en 

el presente trabajo, con el fin de distinguir entre diferentes 

actividades de la DNA pol 1merasa nuclear. 

Se determinó la A.E. de la DNA polimerasa haciendo ensayos tipo 

y (1 en presencia de los 1nhib1dores antes mencionados <C.5 .. 3>, en 

extractos nucleares y citoplasmAticas obten 1 dos de ejes 

embr1onar1as de maiz, 1mb1b1dos en presencia y ausencia de BA 

durante 3 1 6 y 24 horas. La acc1M de estas sustancias sobre las 

DNA polimerasas de animales han sido muy bien caracterizadas 

tlkegam1 et al, 1978; Ohash1 et al, 1978>. 

Las f1guras 5A y 5B muestran que afidicolina, fuerte inh1bidor 

de la DNA pol1merasa o de animales, presenta diferente grado de 

inhibic1én en la A.E. de la DNA pol1merasa para los ensayos et y (J, 

tanto en extractas nucleares como en citoplasmAticas. 

En la figura SA se observa que en extractos nucleares de muestras 

tratadas en pt·e>sencta o ausencia de BA, los valores de inhib1ciá1 

por af1d1col1na en ln A.E. de lñ ONA pol1merasa, tanto para el 

ensa.yo tipo ,._.como par-a el tipa {?, son en general muy variables en 

los trC?s d1 terentos tiempos de tmb1b1c1cn, encontrando valores de 

1nh1b1c1<!0 desde 24i: hasta 41%. 
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En la figura 58 se observ.a que en los extrdctos citoplamáticos de 

muestras tratadas en presencia y ausencia de BA, la A.E. de la 

enzima tanto del ensayo tipo o. como del ttnsayo tipo /11 presenta 

tambiéi diferentes valores de inhibiciá'l por afidicolina (desde 

247. hasta Só'l.>. Es notable que a 24 horas de imbibiciál la A.E. de 

esta enzima es en general más sensible al efecto de dicho 

inhibidor con respecto a 3 y b horas después de establecida la 

imbib1cién. 

Es importante mencionar que afidicolina se disuelve 

dimetilsulfóxido <DMSO>, ya que es insoluble en agua. Por lo que 

fue necesario hacer un segundo control, al cual se le adicionó una 

cantidad equivalente del solvente en lugar de dicho inhibidor. De 

manera interesante se observó sie..-pre un efecto estimulatorio de 

la A.E. de la DNA polimerasa con DMSO, preferencialmente la 

fraccién nuclear, el cual fue generalmente de 507. más. Lo 

anterior hace suponer que la actividad de esta enzima, se favorece 

en medio hidrofóbico. Todos los resultados al utilizar 

afidicolina est1n corregidos con respecto al control con DHSO 

En lo que se refiere a ddTTP, inhibidor clásico de la DNA 

polimerasa f1 en ani~ales, éste ..uestra un porcentaje de inhibici&l 

~uy alto <entre 90X y lOOX> tanto en nli:leos co~o 

para todos los casos (ver figura bA y bB). 
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. 
H()P.t.S ll.~5'8100!l 

Er.sa;o '.'00 A11a .;;<'\ au<Jor.:!a oo BA 

. 
HOR/.S H.~El/6100!¡ 

Ensü'iO tipo .AJ!.;i en D'O'.>Snda do 6A. 

. 
HORf.S IMBIBiOOtl 

Eno:;.110 t!DJ Beta oi oros6n;ln c>J BA 

F1gura 5A. Jnh1bic1on por Af1d1c.ol1na de la actividad 
especlt1ca ae la DNA pol1merasa nuclear de eJes embr1onar1os 
de mal:: irnb1b1dos por ::;. b y 24 horas. 
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. 
HORA'3 IME<BOON 

Ensayo tipo Alfa on auson:Ja 00 BA 

. 
HORA'3 IMBBOO!l 

Ensayo tipo Bota oo oosoocia do BA. 

1111 
' . 

flORA'3 IMBIEWO<l 
Ensayo tipo Nfa on P'"G'l.;.n;;a do BA 

. 
HORAS IMBEJOON 

E~'rº llPJ Bota en pro'Y..rcia do BA 

Figura 584 lnhib1c16n por Af1dicol1na de la actividad 
especifica de la DNA polimcrasa c1toplasmática de ejes 
embr1onar1os de maíz imb1b1dos por 3, ó y 24 horas~ 
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. 
HCRA..S 1f.J3'800~ 

Eri-;a¡a t;::x; ~1la un aussn.:15 OJ BA 

' Ho:lf..S IM8!8JOCH 
En5J:>O t 1DJ 89ta O"\ OrG'3'9to:ia ~ BA 

L ________ _ 

Figureo 6~'1. Inh1b1c1•:n por ddTTP de la acth·¡dad esµec1f1cd 
de la DNA pol1me1·..:.sa. nuclear de eJes embr1onar1os de ma!z 
1mb1bidos po· ~' 6 y :4 hor·as. 

s:::: 



' H~.AS!MBIB\Oa~ 
Erisa1'0 tlt:O .\lfa en ausex.Ja oo BA 

' HO'l'S 1t;81BtOrn 
En9a:;O tipo Bota on auseno:la do BA 

f"Jc,ura bB. Inhibic1&1 por ddTTF' t:1t::> la actJ'1Jdad especlftca d~ 
la-DNA polimerasa citoplasmalic:ct. de eJes embr1onat~1as de 
imb1b1dos por 3, ó ~ 24 horas 
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DISCUSION 

Se sabe que el contenido de ~idos nucléicos se incrementa al 

aplicar exógEnamente c1tocin1nas a tej1dos "'e9etales <Yokoyama et 

al, 1960; lhan y He1t. 1969; Grterson et al, 19i7; Tsuji et <11, 

1979). 

Existen ev1denc1as de que la c1tocin1na Benclladen1na CBA> 

estimula la s1ntes1s de ONA y la actividad especifica (~.E.> de la 

DNA pol1merasa, en extractos totales de ejes embr1onar1os de mal: 

<Reyes J1mene=, 1988>. 

Los r·esu 1 tados obten l dos este trabaJo muestran que, la BA 

estimula preferenc:1almente la A.E. de la ONA pol1merasa 

e;:trac:tos nucleares con respecto e:: tractos e 1top1 arr.át i cos de 

eJes embrionar105 de mal;: 1mb1bidos a 3, 6 y :'4 horas. 

Es necesario mencionar que la A.E. de las DNH palimerasus, 11uclea1, 

'.I citoplasmAt1ca, se determinaron por med10 de ensayo5 tipo o}' (t. 

En dmbos cd.sos se obset·vó la misma tendencia de los resultados. 

En Ja tabla 2 se puede observar que para el ensayo tipo (1 las 

valores de A.E. y porcentaje de estimulac1éo por BA, por lo 

general siempre fueron menores, con respecto al ensayo tipo ex. En 

estos r·esul lados se observó que la H. E. de la DNA pol ime1·a.sa del 

ensayo tipo r~. fue menor en un r~ngo de 9'l. a 7(1/. <i.pro:<imadamente; 

y e11 lo que respecta al efecto por BA. los corcenta.Je:i de 

~sl11nuloc1<:"n Di"•'"ª el ensayo ltpo (1 estdn entre 7'l. y 8% más abajo 

que para t>l ensayo de tipo o. 

Lo an'.er·101· r.a necesa1·1amente indica la presencia. de otr.:i en~1ma, 

yct Que puede lrat<'!rse d1:c- lrabaJanr1o menos 

ef1•.::1enl.emente, deb1bo a ld~ cond1c1ones del ensayo. Uo obstante 

e1,1sle evideinc.ttl 1nd1rectd que sef'ía.la la presen-:1~ de al menos dos 

enztmds, tanto en e:.:tractos nL1clea1·es como en c1toplasmAt1cos 

1 Mel.::.,,dr>:: l·'.Oe';:: "' Coello Cou!.lf'"o, comunica.c10l personal/. 
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El mayor porcentaje de est1mulac:.16i por BA en la A.E. de la enzima 

nuclear se presenté tanto a 3 como a 24 horas de 1mo1b1c1ai, los 

resultados son muy similares entre sl. La est1mulac1~ por BA a 6 

horas de imb1b1c1.::n es menor. Es dlticil deCll'' base lo 

anteriormente e::puesto, cual de las en=:imas¡ st existe mas de una, 

es la que fué estimulada pm· BA. 

En c:.uanto a los extractos citoplasmát1cos 1 sólo presentó 

estimulacién por BA a 6. horas de imb1b1c1ái para el ensayo tipo {?, 

lo cual hace suponer. que posiblemente hubo contaminac16i del 

extracto citoplasmático con el extracto nucleclr. 

Zardln <1987>, ha sugerido que el inicio de la germínac:1cn co-:-. 
horas> es el meJor tiempo Pª'"ª que se men1t1este la est1mulac100 

de la BA en eJes embr1onarios de mal=:. En este trabaJo, 

encontró que a 3 horas de imbib1ciá'l la estimulactén por BA en la 

A.E. de la DNA pol1merasa nuclear es ma}'Or que a b ncwas. Por otra 

parte, se ha encontrado que al menos durante las primeras 6 horas 

de imbib1cién de ejes embr1onar1os de malz, no existe s1ntesis de 

nuvo de la DNA polimerasa en extractos totales <Reyes J1menez, 

1989>, por lo que la estimulacién de la enzima presenc 1a de 1 a 

BA, puede ser debido directa o indirectamente, a la estimulac1Co 

de la enzima per se. 

va=:Quez Ramos y S. Lopez ( 1'7861 encontraron que entre 12 y 15 

horas después de establec1da la imb1bic 1 á"l de eJes embr1ondr·ias de 

ma1::, se la sintes1s 1·epl1cativa do! ONA. Estl .. 1d1as 

c1tolá)1cos ele estos teJ1dos muestran que las primeras mitosis 

marcadas, ocurren a las 24 horas de 1mbib1cirn 1Ba1za f?t c"ll. 

1989>, por lo tanto, itl e)'.istir d1visi~n cell1lar habra maycw 

cantidad de DNA total igualmente 

actividad enz1mal1cil alta, lo que sugiere que =::4 111.was .Je 

imbibic1én la BA causa tO"stimuldciál en la dt•pi1cac,·:n de OIJ1'1 y se 

vea estimulada. ld ac-t1•ddad de la DMA pc:i! 1mer·Cis.J. nuclear. 

Por otrc't pari~, inh1bidores clas1cos de Ja~ Dt·lA pol1me1· .... sas 

animales como lo son af1d1col 1na para la en;~1m·1 -:~ .1dlTF- par .. ~ i~ 
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en::ima (J, fueron utilizados en los ensayos de A.E. de la ONA 

polimerasa en e}:trac:tos de eJes embrionarios de mai~ para ayudar a 

determinar el tipci de ONA pal imerasa presente. 

Ld DNA pal imerasa nuclear moderadamente sensible al efecto 

inhibidor de af1d1c:ol1na, tanto para el ensayo de t1po o. como para 

el de O, en muestras tratadas con y sin BA para los 3 diferentes 

periodos de germ1nac161 reali.::ados. 

En lo referente a los e;:tractos c1toplasmáticos, la inh1b1ci61 por 

afid1colina en la A.E. de la ONA polimerasa piu-a ensayos o. y 

/11 muestra diferencias en dichos valores, que es mayor a 24 horas 

de imb1biciá"l que para 3 y 6 horas de 1mb1b1ciá'l, 

tratadas en presencia y ausencia de la BA. 

muestras 

Por su parte, ddTTP inhibe altamente la A.E. de la ONA polimerast:l 

en los ensayos tipo et y (1, tanto en extractos nucleares como en 

citoplasmáticos 1mbib1dos en presencia y ausencia de la BA a los 3 

tiempos de germinación estudiados. 

Resumiendo, la ONH pol 1merasa encontrada fuel'temente inhibida 

por ddTTP, por lo que se descarta la pos1bi 1 idad de que trate 

de una DNA polimerasa o clásica de an1males. Tampoco se puede 

dec1r que se trata de una ONA polimerasa f1 debido qL'E' esta 

en::1ma es fuertemente inhibida por NEM lMelendez LqJez, manuncrito 

en preparací6n> 1 adem.::s.s de que afidicolína la 1nh1be entre 25'l. 

50%. 

Recientemente se ha descrito en el laboratorio, que est,¡:¡ enzima 

util 1.:ar ribohomopol imeros sintéticos c:omo 

pol1 trA>-ol190CdT>, caracteristica de la en::ima r pero de la 

ONA polimerasa (? de animales <Melendez Lépe:z, manuscrito 

preparac i -!n > • 

Por lo anterior, las caracterlsticas de la en;::ima la definen má.s 

r.:omo una DNA pol1merasa tipo y. Esta enzimd mamL teros 

altamenle 1nhibida por r..iEM, ddTTP y puede utilizar 

t·1bohomopol1meros sintetices, aunque no es afectada par 

af1dicol1na <Litvak y Cdsli-ovieJo, 1987>. Por lo anterior es 

tmporlante hacer notar que las ONA pol 1mera~as de plantas, 
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comportan de manera atlpica en presencia de inhibidores 

espec!ficos de las enzimas de animales. Se hace impresc1ndiblQ la 

purificacién de las DNA pol1merasas de plantas y su ooster1or 

caracterizaci6-., para tener una idea más clara del núnero y tipos 

presentes en éstas. 

Finalmente, a manera de comentario; ha observado que el 

de la DNA d1metilsulf6xido <DMSO>, estimula Ja actividad 

pol1merasa de tipo 6 aislada de placenta humana <Lee et al, 

1986>, incidentalmente,, tal efecto estimulatorio también hace 

presente en la actividad de la DNA polimerasa nuclear. 

58 



CONCLUSIONES 

1> •. - La Benciladenina <BA> esti111ula la actividad especifica 

<A.E.> de la DNA polimerasa nuclear en extractos de ejes 

embrionarios de ma!;:. La estimulaciá'l a las 3 y 24 horas de la 

germinacién es mayor. 

Al parecer la BA no afecta la A.E. de la DNA pol imerasa en 

extractos citoplasmát1cos de ejes embrionarios de ma!z. 

2>.- Con el uso de inhibidores clásicos de las DNA poli11terasas de 

animales no fue posible distinguir diferentes actividades de las 

DNA polimerasas de e>:tractos de ejes embriona!""'ios de maíz. Con 

é-sto puede concluirse que las DNA polimerasas de plantas no 

responden de igual manera al efecto de 1nhibidores que las de su 

contraparte animal. 

3> .- La DNA pal imerasa presente en núcleos podria ser de tipo y, 

aunque no es posible aún descartar la presencia de otra DNA 

pol 1merasa en núc: leos. 
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