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I N T R o D u e e 1 o N 

La formación de una semilla es esencial para la superv1venc1a y 

dispersión de la mayoría de las especies vegetales, y aún para 

muchas especies animales que dependen de estas estructuras para su 

alimentación. 

ESTRUCTURA Y FUNC ION DE Ur.A SEH 1 LLA ANGIOSPERMA 

El desarrollo de la semilla se in1c1a con la fertilización del 

óvulo. La semilla generalmente está constituida por tr•es partest 

La cubierta de la semilla o testa, el endospermo y el embr16n 

<también llamado gérmen> que lleoará a ser una nueva planta. 

Una vez formada la semilla se inicia una desecación progresiva de 

los tejidos. El contenido de humedad de la semilla completa cae 

desde 80-90X hasta un lO'l. en pocos d!as. A p~sar de esta ei:trema 

deshidratac16n, un embri6n puede permanecer vivo semanas, af'l'os o 

décadas~ La desecación cambia pro 1 und amen te la actividad 

en:1mát ica de las cél1..1las. La sintesis de macromoléc:ulas, tales 

c:omo Dt-.IA, RNA y prote1nas s.e detiene y el embrión entra en un 

estado de mínima actividad metabólica. 

Para la mayoría de las semillas el secado es el evento terminal en 

el desarrollo, guiando ésto a una fase de qu1escencia metabólica. 

Antes de este suceso el metabolismo de la semilla esti dirigido 

hacia la term1nac16n de los eventos del desarrollo, en particular 



la bioslntesis y depósito de reserva& nutritivas. 

Parece ser que el secado es de gran relevancia en los fenómenos 

iniciales del desarrollo de la semi 11•. Una evidencia que 

respaldaría lo anterior es que semillas inmadura» de algunas 

leguminos•s y cereales <que han sido tomada~ de la planta madre y 

por lo tanto no han sufrido oeshidratac1én> no germinan (Misra et 

ot., 1985>. 

GERl1 I NAC ION 

La semilla es una e:.tructura en reposo, compuesta principalmente 

de tejido dl::!' reserva. y rodeada pea' cubierta esencialmente 

1 mper'mealJ le. Los procesos metaból ic:os están suspendidos o tienen 

lugar muy lentamente; la semilla está en condición de vida 

late11te, debido pr1nc1palmente a su carencia de aoua y o>eigeno 

<Esidwell, 1979>. 

El concepto "germinación" desde el punto de vista bioquimico, se 

inicia cuando l¡¡ semilla toma agua <imbib1ci6n>, dEtSencadenando 

una serie de eventos metabólicos que dan origen a que, después oe 

un cierto tie~po, el embrión emerja de la semilla, generalmente la 

parte radicular¡ se dice entonces que la semilla ha germinado 

<Bewley y Black, 1978). 

El proceso de la germinación lleva finalmente al embrión al 

desarrollo de una planta <r1ayer, 1975). 
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Pat'.:i que una sem1 l la pueda 9e1 minar· es nE>ce-:,;,.r10 poner la er• un 

medio ambiente que reur1a ciertas c:ond1c1ones; er.tre las más 

importantes se encuentran el e1gua, la temperatura, el aire 

c:omposic1:.n g,:.seosa de la atmósfera, asi co'Tlo luz para algunas 

semillas <Hayer·, 1975>. 

El a9ua es esencial para la reh1drat~c1cn como paso inicial en la 

ge1·m1nac:1on. La cant ldad de agua absorbida por la sem11 le depende 

de tres 1actores: la compos1ci6n de la ~emilla 1 la per~eabilidad 

de éste- y le:\ disponibilidad de a9ua en forma líquida u gaseosa en 

el rnedio ambiente. 

La temperatura es espec-1f1c:a pc:irci cada espec 1e )' cadcii una tiene 

un" temperaturci m1n1ma por debc-Jo de l.;., cual germina, una 

máxima por arriba de la cual tampoco puede germinar y por supuesto 

una temperatura optima de cre:::1miento (0ewley y Blac~, 197Sb>. 

Lo:. gases son necesarios para la respiración de las semillas como 

lo son pa1~a las plantas, ya que en una atmósfera carente de 

01:1ger.o no 9erm1nan. 

No todas las semillas requieren da luz para 9erm1nar, algunas no 

son afectadas m1ent.ras que oti·as s! se ven inhibidas por la luc: 

<B1dwell, 1979). 

Los requerimientos anteriores cambian para diferentes var1ededes 

de cada especie y están determinados por las condicionas que 
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prevo«lecH?r"on dl•rante la formac:iCn de la semilla y por factores 

hE;>reditarios. 

Las ~.em1 l las son resu;tentes a condiciones externas extremas s1 se 

encuentran en t..ln estado de desecaci6n¡ sin embargo, pueden 

presentar pérdida en su viab1l1dad y vigor· cuando son almacenadag 

por t 1empos rnuy prolongados y/o cuando las condiciones de 

almacenamier,to no son las adecuadas (Mayer, 1975>. 

En términos generales vl v19or ge define como la habilidad que 

tiene una semilla de crecer correcta y ráp1damente. Una definición 

m~s amplia es la habilidad de una semilla pa~a producir una planta 

b1en formada capaz de incrementarse en tama!"'io y volumen mientras. 

todavia dependa de sus propias reservas. El vigor de la semilla es 

usualmente ca1·c.cterizado por el peso de la planta después. de un 

periodo de crec1m1ento en un ambiente dado; l~ cantidad de 

reservas que están presentes, la rapidez con la cual éstas son 

movili:adas y la ef1cienc1a de su metabolismo <Roberts 1 1972>. 

ALGUNOS ASPECTOS B!OQU!M!COS DE LA GERMINACION 

Se ha observado que la fase de hidratación de la se~illa viene 

acompa~ada por una gran actividad metab6l ica y por Ja 

participación enzimática a velocidades crecientes en las primeras 

etapas de la germinación, lo que marca la movilización de reservas 

<Cordoba, 1976). 
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Durante la germinación, la secuencia de eventos que parer::e ser 

común a e,,-,br1ones de un bL1en número de semillas de <Jt•amineas. puede 

dividirse en 1.) ever1tos tempranos., los cuales incluyen: 

hidratacicn, s!ntesis de ATP, sintef;is. de proteínas, slntes1s de 

RNA )' reparac: 1~n de DNA; i t > eventos tard! os o secundarios: 

expansión celular, replicación del DtJA y movilización de reservas 

<Osborne, 1983>. Cada evento representa un estado potencial en el 

cual sistema de control puede operar la germinación 

CDe 1 tour, 1985) • 

SINTESIS DE PRDTEJIJAS 

La sintes1s de proteinas ocurre en la s~m1lla poco después de la 

imb1bic16n <FuJisawa, 1966; Marcus, 1969). El tiempo exacto pr-.·ece 

ser variable- Se tienen evidencias de i:¡ue en embriones secos de 

tr190 y de cent~no (Marcus et el., 1966; Roberts et al., 1973, Sen 

et al., 1975 y Osborne ot al., 1982> dicha síntesis com1en:a 

dentro de los primeros minutos de imbibición <15 

También se ha observado que los polirribosomas 

30 minutos). 

encuentran 

ausentes en las semillas secas y que durante la imbibición, la 

forma:: i...:..n de estos ve acotr.parfada por la concomitante 

disminución el número de r1bosomas libres CMarcus y Feeley, 

1964). 

La capacidad de los tejidos imbibtdas para sintetizar proteínas es 

medida praporc1onándales am1n0Ac1dos marcados rad1act1vamente y 

poster1ormo:.:onte se determina que proporcion de estos am1noacidos se 
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ha 1ncon:ic;1·.;.do a las prot¿ir.as. Para que la sustancia radiactiva 

;-enetre rts.p1'1amente a los tEJldos vivos, poi"' lo común se usan 

te31dos aislC\dos, tc31es e.orno embriones de cereales y eJes 

embrion.:..rios dE.> le~uminosas. Estos tejidos aislados toman a.gua y 

sustratos más rápidamente que las semillas completas y quedan 

imbibidos totalmente 01urray, 1984>. 

SINTESIS DE RNA 

E~iste evidencia de que los embriones secos de trigo contienen una 

variedad diversa d~ RNA mensaJeros y se ha especulado que 

probablemente existen dos clases de RNAm: RNAm residuales y RNAm 

almacenados. Los primeros 

germinación y pued~n 

son esenciales para los procesos de 

degradados después de iniciada la 

imbibición. Por otra parte, la traducc16n a proteínas al inicio de 

la 9erm1naci6n de embriones se considera qUE! puede estar 

programada por B!.JAm almacenados en la semilla seca <Brooker ef 

al., 1977}. 

SINTESIS DEL DNA Y DIVISION CELULAR 

La síntesis de proteínas y RNA se reinicia tan pronto como los 

tejidos se imbiben, pero la síntesis replicativa del DNA comienza 

más tarde. Este hecho se más evidente para la mayoría de las 

gramineas <Osborne, 1984>. 

La e~:pans1ón de la r~dicula en la semilla ocurre inicialmente por 

elongación de las células, y su salida subsecuente a través de la 
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cubierta de la semilla podrá o no estar acompc.tnada por división 

celular <Bewley y Black, 1966). La replicac16n del 01.!A es un 

requisito necesario para que la división celular suceda íBewley y 

Black, 1986>. 

El tiempo en el cual se inicia la sintes1s replicativa del DNA 

variable de acuerdo a la especie y va desde 4 hasta 12 horas 

después de iniciada la imbibición CChen y Osborne, 1970; Buchowicz 

9t al •• 1978; Ba1za et al •• 19891. 

Con respecto al maiz, se tiene evidencia de que la replicación del 

DNA <medida por la incorporaci6n de nucleót1do marcado 

radiactivamente> puede dispararse desde las 9 horas de imbibición 

(Vázquez y L6pez, 1986). Sin embargo, al comienzo de la imbibición 

existe un peque~o incrementa en la incorporación de marca, y 

supone que ésta síntesis prerreplicativa del DNA es de tipo 

reparativo (Zaraín et al., 1987). 

Se ha encontrado que los embriones de las semillas poseen sistemas 

de reparación del DNA, los cuales actúan momentos después de que 

los teJJdos se hidratan <Veleminsky y Gic:hner, 1978>. 

La síntesis del ONA tanto en las etapas iniciales como en las 

tardías de la germinac:16n, involucra la concertada participación 

de un gran número de actividades enzimáticas diferentes, entre las 

cuales participan las DNA polimerasas que tienen una función 

fundamental. 
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DNA PDLll'IERASAS 

Generalidades. 

La re>plicac16n, reparaci6n y recombinación del DNA son procesos 

que requieren de la acción concertada de un gran nómer"O de 

proteínas, de entre las cuales, las DNA polimerasas juegan un 

papel preponderante. Su función es ase9urar la incorporaci6n de 

los cuatro desoxirr1bonucle6tidos trifasfatados <dATP, dCTP, dGTP 

y dTTP) sobre un molde materno de acuerdo a las reglas de 

apareamiento de Watson y Cr1ck CA 

liberación de PPt. 

T y G con C > , con 1 a 

Practica.mente todos los organismos eucariontes y procariontes 

estudiados se ha detectado actividad de DNA pol1merasa, y, aunque 

las propiedades físicas, químicas e inmunológicas varían de 

especie a especie, todas las ONA polimerasas comparten las 

si9uientas características: i) requieren de un iniciador o cebador 

que tenga un extremo 3'-0H libre, el cual puede ser RNA o ONA, 

paro que sean capaces de ejercer su acción de polimerización. ii) 

Necesitan de molde de DNA para la ir.corporaci6n de los 

nucle6s1dos tri1osfatados como nucleósidos monofosfatados, por la 

hidróli51s del enlace 1osfod1ester la posición a-n. iii> 

Polimerizan en direcci6n 5'-3' en la cadena patrón y iv) Requieren 

de un catión divalente; Mg,... o r'ln ..... 

En E. coli se ha demostrado la existencia de tres tipos diferentes 

de ONA polimerasa, denominadas I, 11 y 111 de acuerdo al orden en 
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que fueron descubiertas CKornberg, 1980). Se ha podido estudiar ~ 

fondo las funciones de cada una de estas enzim<:ls, debido 

principalmente a las s19u1entes caracteristtcas; i> la facilidad 

para 1uaneJar este tipo de or9anismos ii> tieompo de 9~neraci6n 

corto y ili> la posibilidad de obtener mutantes condicionales 

letales de los genes que codifican para cada una de estas enzimas. 

En el cuadro se resumen las principales características y 

propiedades más importantes de estas tres 

pal 1merasas. 

clases de ONA 

En cólulas eucari6ttcas <de mami teros) son cuatro las DNA 

polimer·asas que se han podido d1stingui1~ .. Se han usado diferentes 

nomenclaturas para clas1ticarlas (Litvak y Castroviejo, 1987>. En 

éste trabajo se utilizará la clas1ficaci6n basada en el alfabeto 

griego para su identificación. 

DNA pol1merasa a 

La DNA pal o fue la primera de las ONA polimerasas descritas 

<Bol l um, 1961)>. Se encontró que era una en;: ima de al to peso 

molecular, incapaz de corregir los errores de incorporación 

<proofreading) ya que no presenta una actividad de exonucleasa 

3'-'5' <Gross et al., 1983¡ Abbots y Lawrence, 1985; So y Downey 

1988>. Sin embargo, en celulas HeLa sí se ha encontrado dicha 

actividad <Skarnea et al., 1985). 

Esta enzima ha sido aislada generalmente en forma de un complejo 
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CUADRO I: Algunas propiedades de las DNA polimerasas [, 11 y 111 

de E. colt. Tomado de Kornberg, 1980. 

Funciones 

pol1rnerizac16n 5 1 --3' 

Exonucleasa 5 1 --3' 

Exonuclea~a 3'--5 1 

Molde sintót1co 

Dunlc_>:; intc'.'!.cto 

Cadena sencilla cebada 

Oúple~! con cortes 

Actividad 

Efecto de ZO mM 

t~Cl º/. 50 mM 

del optimo 100 mH 

150 mM 

Inhibición por 

2 1 -desor.ianalogos 

lnhib1ci6n por ara-CTP 

Inhibición por agentes 

bloqLteadores de grupos 

sulfhidrilo 

Tamaf"io O'-d) 

10 

poi poi 11 poi 111 

+ 

+ 

60 60 60 

80 100 50 

100 70 10 

80 50 o 

+ 

10.., 120 140 



pol1peptid1co (Nashuer y Grosse, 1987; Cotterill et al., 1987~ 

Wonr,, et at., 1988). En Qeneral consiste de: i) un polipéptido 

catalitico que in vLtro es un fostopolipéptido que oscila entre 

125 180 Kd, iil una fosfoproteina de 77 l':d de función 

desconocida y iii) do6 polipéptidos de 55 y 49 Kd asociados con la 

actividad de primasa. Se ha observado que el polipéptido de 49 Kd 

en particular es el que posee tal actividad <Nashuer y Grosse, 

19881. 

ONA pol1merasa ~ 

La ONA pal n es una enzima que consiste de un polipéptido cuyo 

peso molecular es de aproKimad~mente 40 Kd <Sakaguchi y Boyd, 

1985>. Examinando la actividad Ln vitro de la enzima, se ha 

observado que en presencia de Mg•~ es completamente distributiva, 

insertando un solo desoxinucleótido y disociándose del molde 

posteriormente, lo cual no implica que sea necesariamente as1 t.n 

vivo <Wi lson et at., 1988>. 

La ONA pol n no es inhibida por concentraciones de NEM las 

cuales la pol o y la pol y se inhiben fuertemente, lo que parece 

indicar que la pol {3 no tiene grupos sulfhidrilos en su sitio 

activo. E*ta enzima es estimulada por altas conc~ntraciones de 

cationes monovalentes, es fuertemente inhibida por ddTTP e 

insensible a ara-NTP y af1dicolina (Af1>. 

Se ha demostrado que en cultivos de células de ovario de hamster y 

en fibroblastos humanos la ONA pol n es la enzi~a que participa en 
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la síntesis reparativa del DNA cuando éste es daMado por 

neoceo.rzinostatina y bleomicina tMi ller y Chinault, 1982>. 

DNA polimerasa y 

En células de mamíferos la síntesis del DNA mitocondrial es 

realizada por la ONA pol r <Adler y Modrich, 19791. Est• enzima ha 

sido encontrada también en la fracción nuclear pero su 

func.16n ahi es desconocida. .. Muestra una gran heterogeneidad al ser 

purificada, habiéndose reportado peso~ moleculares que fluctúan 

entre 110 y 300 Kd (Spadari et al .. , 1974; Kunkel y Mosbaugh, 1988; 

Wernette y Kaguni, 1986). 

Además de las características anteriores es posible diferenciarla 

de la a y la n por que la pol r es inhibida por agentes 

bloqueadores de grupos sulfhidrilos y ddTTP, pero es insensible a 

afidicolina. 

DNA polimerasa 6 

Byrnes et al .. <1976> reportaron por vez primera una enzima. de alto 

peso molecular con alta especificidad de polimerización para el 

molde sintético de poliCd<A-T>l y baja para moldes de DNA 

activados con DNAi;;a. AdemAs de su actividad de politnerizaci6n 

demostraron que tenia actividad de eMonucleasa 3 1 -5' lo cual no 

había sido reportado antes para ninguna DNA plimerasa de 

mamíferos, motivo por el cual la denominaron DNA pol 6. Esta 

actividad de nucleasa juega un importante papel en la fidelidad de 

la replicación y la prevención de mutaciones. Recientemente se ha 
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podido aislar de otras fuentes <Crute et at., 1996; LFe y Toomey, 

1987), pero presentando algunas variaciones en cuanto al peso 

molecular y utilización del molde. 

Sa han reportado dos tipos de DNA poi 6 denominadas DNA pol 6 I y 

Il respectivamente. La ONA pol ó I se asocia con una actividad de 

primasa la cual es inhibida por anticuerpos monoclonales contra la 

DNA pol a, mientras que la ONA pal 6 II, que es la que presenta la 

actividad de exonucleasa 3 1 -5', no se ve afectada (Wahl et al., 

1986>. Lo anterior haría suponer que la DNA pal 6 má.s bien 

una forma de la DNA pal o, lo cual podría explicar su asociaci6n 

con la ONA primasa. 

Si la DNA pal 6 es un precursor de la DNA poi a o si es una enzima 

distinta que tenga una función especial aún no claro, sin 

embargo la presencia de una DNA poi a asociada con una exonucleasa 

podría explicar la gran fidelidad en la replicación del DNA. 

También se ha sugerido que las DNA pol y 6 actúan en la 

horquilla de la replicación, siendo la DNA pal la enzima que 

replica la cadena discontinu? y la DNA pol 6 la continua CFocher 

et al., 1988>. 

La DNA poi 6 presenta similitudes con la DNA pol a, entre las que 

se encuentran un alto peso molecular, (aproximadamente 125 Kd> y 

coeficiente de sedimentación de 7 S; ambas son proteínas 

acidicas, tienen gran sensibilidad por NEM, Afi y 
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arabinosilnucle6tidos, no son afectadas por ddNTP <So y Downey 1 

1988> y ell su parte constitutiva del complejo presentan una 

actividad de DNA primasa <Wahl et al., 1988b) .. Sin embargo a pesar 

de las si~ilitudes que existen entre ellas, también se tienen 

evidenc~as que sugieren que se tratan de enzimas diferentes ya que 

la actividad de exonucleasa 3'-51 es intrínseca de la DNA pol ó .. 

Anticuerpos monoclonales contra la DNA pal a no inhiben la 

actividad de la DNA pal 6 <Wahl et al., 19Bb; Lee y Toomey, 1987) .. 

Ver resumen de algunas propiedades de estas cuatro DNA polimerasas 

en el cuadro I I 

DNA polimerasas de plantas superiores 

Es dificil y controversia! la tarea de clasif1ca1· a las DNA 

polimeras de plantas siguiendo el mismo cr1ter10 que se usa para 

clasificar a las de animales. Los cuatro tipos de DNA polimerasa 

Co, ~' r y 6) se han encontrado en un amplio rango de especies en 

el reino animal. Sin embargo las DNA pol1merasas de eucariontes 

inferiores o plantas no presentan el mismo comportamiento que las 

de su contraparte animal. 

DNA polimerasa tipo a 

En general las DNA polimerasas tipo descritas sistemas 

vegetales presentan un alto peso molecular (desde 100 hasta 230 

Kd> y son fuertemente inhibidas por NEM <Amileni et al., 1979; 

Fukasawa et al., 1980>. 
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CUADRO 11. Algunas propiedades de las ONA polimera.sas de animales 

(Litva~ y Castroviejo}. 

PROFIEDADES (1 y 6 

LOCAL! me ION Nuclear Nuclear Mitocondr1al Nuclear 
Nuclear 

REPLlCACION RE"PLIC. 

MlTOCONDRlAL y REPAR. 

DEL DNA 

FUNCIDtJ REPLlCACJON REPARAClON 

'-===========~D=E=L==::.:______1,~D=E=L==D=N=A=====l~============~=========.1 
f'.M. (l"dl 15~ 45 

ASOCIACIOtl 

CON PRlMASA 

i 

no 

110 250-290 

si no 

SÍ si 

UTlLIZAClOS 1 
tlE Tl:MPLAD05 

~~~~=-t~~~~==l~~~~~=-+==~~==1 
DNA 0-ct l'./Odo¡st-

EVECTO DE: 

t NH 1 D l DORE:S 

<==-
NE:;M 

:idT Tf' 

no 

no 

no 

no 
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Sl Sl 

no 
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En sistemas como trigo, espinaca, ar"roz y coliflor, la afidicolina, 

un 1nhibidor de la ONA pol et de eucariontes inferiores y aninaales 

CSpadari et. at .. 1 1982>, es capaz de inhibir a la DNA polimerasa 

de alto peso molecular de plantas .. Los mecanismos de inhibición 

por afidicolina parecen ser los ~isrnos que en las células de 

ani~ales: inhib1ci6n competitiva con dCTP y no competitiv• con 

otros dNTP .. Las ONA polimerasas de animales no reconocen un molde 

de precursores de poli rA 01190 dT y resultados similares se han 

presentado en los sJstemas de arroz, col1flor y tabaco; sin 

embargo la DNA polimerasa de tr190 usa eficientemente dicho molde 

cuando la temperatura de incubación se disminuye. Por lo anter"ior, 

es importante el estudio de diferentes parámetros para concluir si 

molde es o no usado por la enzima <Lit..,•ak y Castroviejo, 1987>. 

En general, es aceptado que la mayor actividad de la DNA 

polimerasa de animales está localizada en la fracción nuclear. El 

mismo tipo de estudios no se ha podido realizar en plantas debido 

a la dificultad de purificar núcleos con buen rendimiento. 

Métodos autorradio9ráficos han mostrado en arroz que una DNA 

polimerasa sensible a af1dicolina se encuentra e~clusivamente en 

núcleo. Resultados similares se han encontrado en soya. La 

s1ntesis de DNA en núcleos de células de soya es resistente a 

ddTTP, inhibidor de la ONA pol (1 y y, pero no de la ONA pol 

<Litvak y CastrovieJo, 1987> .. 

ONA polimerasas con actividad asociada de e~onucleasa se han 
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encontt"ado en trigo y arroz. Estas enzimas no han sido purificadas 

a homogeneidad, por lo que la presencia de la e>conucleasa pudiera 

atribuirse a una contaminación <Litvak y Castroviejo, 1987>. 

DNA polimerasa tipo ~ 

Existen muchas evidencias acumuladas en anos recientes 

concernientes a la e>:istencia de una DNA polimerasa tipo a en 

plantas, sin embargo, es difícil hacer tal afirmación para el caso 

de la DNA polimerasa tipo n. 

Se ha definido a la ONA polimerasa (1 de animales como una enzima 

de bajo peso molecular confinada al compartamento nuclear y 

altamente resistente NEM, capaz de usar un molde de 

poli rA aligo dT bajo ciertas 

afidicolina e inhibida por ddTTP. 

condiciones, resistente a 

DNA polimerasas de bajo peso molecular han sido encontradas en 

remolacha, chícharo, tabaco y trigo (Litvak 1987>. Las DNA 

polimerasas tipo~ encontradas en plantas tienen un peso molecular 

aproximado de SO Kd. En coliflor se encontró una enzima de 70 Kd 

con algunas propiedades de ONA polimerasa n. El parámetro de peso 

molecular debe considerarse con cuidado, ya que otro parámetro de 

importante consideraci6n es la actividad proteolitica presente en 

los extractos de plantas. Para trigo, una DNA polimerasa de 50 Kd 

ha sido purificada casi a homogeneidad. El efecto de inhibidares 

de la actividad de DNA polimerasa y la especificidad de molde 

tuvieron claras diferencias comparándolas con las DNA polimerasas 
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tipo a purificadas de trigo. Sin einbarQo 1 los anticuerpos 

obtenidos contra esta enzima de bajo peso molecular presentan 

reacción cruzada con una de las dos tipo 

1979, 1982). 

<Castroviejo •t at 1 

DNA polimerasas de bajo peso molecular son inhibidas solo por 

altas concentraciones d~ NEM en remolacha y chícharo. En chícharo 

la DNA pol1merasa ttpo ~está fuertemente unida la cromatina, 

como en el caso de algunas Dt.IA polimerasas (3 de animales, no 

obstante se desconoce su papel funcional <Litvak y Castroviejo 1 

1987). 

EL papel de la DNA pol1merasa tipo (3 de plantas en la reparación 

no ha sido comprobado, no obstante, al9unos resultados reportan 

que la sintesis reparativa del ONA inducida por luz ultravioleta 

en protoplastos de tabaco es efectuada por una tipo (1 (Litvak y 

Castroviejo, 19871. 

ONA polimerasas de mitocondria y cloroplasto 

La ONA polimerasa y de animales se encuentra en la fracción 

nuclear y mitocondrial y tiene un peso reportado de más de 90 Kd. 

DNA polimerasas de 100 y 90 Kd han sido caracterizadas en trigo y 

soya respectivamente <Castr-oviejo, 1979, Heinshorst et at, 1990), 

las cuales se asemejan a la polimerasa y de animales debido a su 

est1mulaci6n por 1<.Cl, por el fuerte poder inhibitorio de ddTTP y 

NEM, por su resistencia a afidicolina y por su eficiencia para 

sintetizar sobre moldes de poli rA aligo dT. Sin e1t1bart;¡o la DNA 

polimerasa tipo y de tr190 no se localiza en mitocondria y su 
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peo~·el 1unc1c111al es de<;.conc.c::ido, ;rnentr'as que la ONA pol1merasa. de 

soya si se localiza en m1tocondri3. 

Par otra p~r·te, se t1~n aislado en~1mas de peso moleC•Jlar• de 105 y 

9(1 •~d de cloroplastos de espinacii y soya 1·espect1vamente 1 las 

cu<:tles puecJen utili=ar ef1c1entemente molde sintético de 

poli rA ol1e;o di, son sensibles'°' NEt'í y ras1stentes a a11d1col1na 

(lJt,·~\ v C~strov1ejo, 1q8,; He1n:;ho .... st e! al., 1Q9t)) 1 Sln embargo 

Df..IA pol1merasa p~rc1almente puri1icada partir de 

cloropli'stos de chicha.ro de aprol:1rnadamente 87 t:d no reconoce como 

molde polt rA 01190 dT, es fuertemente inhibida por NEM e 

insensible a af1dicol1na tMckown y Tewar1, 1964). 

TodaviB no ha sido posible dilucidar el papel f1siol6Q1co de las 

DNA ~·olinu::>,·asas de m1tocondrias y cloroplastos. Aün as!, es 

posible suponer que dichas enz.im~s tienen algLma relaci6n con la 

duplic<"ci6n y la reparación de los genémas organelares. 

Como ouede der1·.1ar~e de esla breye ,·ev1si6n, aún son necesarios 

eo:~udi::is e·~aust1vo,,;. en relación al tipo de DNA pol1merasa presente 

en pl :'.'In tas s1.1pe-r1ores y la función que desempei'ia.n cada una de 

el las. 

19 



ANTECEDENTES FIJNDC.MENTALES DEL PRESEtHE TRABAJO 

!....=- ! 1?-;')licac1ón ael DNA es un evento relativamente tard!o en el 

-.•·:>.:--,.;;.o Cle c;,erm1nac1ón en la gran mayor!a de las semillas de 

gramíneas. No obstante, se ha detectado bajo nivel de 

incorpor·ac16n de met11-3H-dTTP tanto en embriones control como 

y-irradiados oe centeno !Osborne el al., 1980, Vázquez-Ramos y 

Osbof"'ne, 1986> y mai::". <Zarain et al., 1987), en períodos pl"'evios a 

la. repl1cac1ón del DN4, po•· lo cual, dicha incorporación se ha 

interpreta.do una s!ntes1s deJ DNA de tipo reparativo. 

Meléndez López en 1987, encontró que el DNA de los ejes 

embrionarios no embebidos estaba fragmentado y que, cuando 

colocaba eJes embrionarios en imbibición el DNA de estos 

cambiaba de tamafio conforme transcurria el tiempo de imbibición; 

de bajo a alto peso molecular, lo cual indicaba que de alguna 

forma se estaba recuperando la inte9ridad del material. genético 

por un sistema reparativo. Asimismo, en algunos estudios 

realizados en núcl~os aislados a partir de eJes embrionarios de 

ma! z se encontró que la s! ntesis del DNA es inhibida 

di ferencialmeinte por diversas sustancias (inhibidores de la 

replicación del ONAj cuando éstas son aKadJdas ya sea durante las 

prim~ra~ horas de la germinación C0-3h>, o bien a las 15 horas de 

iniciado este proceso <Vázquez-Ramos y López, 1996). En plantas 

superiores se desconoce aún que tipo de DNA poJ imE>rasa sea la 

responsable de Jo: procesos de reparación y/o re-plicación del DNA. 

En ma! z, Ja DNA pal imerasa que se encuentra en forma predominante 

a las 3 y 24 horas de imbibición ha sido purificada parci•Jmente y 
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Ci!"".:<c:te ... J !i>Cc. <Vázq1.·e~ )" Va.zque?.-Ramcs, 19'38;. Lo~ resut tados 

mues+-ran qu~ no e~1sten d1fet·•omcí.;>cs c:c.ins1d"°-'t:::ibl~;; ~ntro: las 

enzir.a".: ore~.er•te:. a e~t-vs tie-mpos de inbibic1ón y oue ambas se 

asemejan mis bien la ONA pol1merasa de a-, 11nC1 les debido 

pr1nc1palmente a su respuesta a ciertos inhlbidores, oH óptimo, 

fuer:.ca 1ón1ca Optima, etc., lo cuail parec.!a indicar que la DNA 

polimerasa encargada d~ la síntesis reparativa del DtJA la las tres 

horas) e-s la misma qL•e la cue se en:::uentra a oer·lodos de s1ntesis 

repl1cat1"a del DNA <a las 24 hor-as>. Mediante modificaciones en 

el esqufM·~ dP pur·1f1cac1on <manten1m1ento del pH constante durante 

el proceso de purif1cac16n y uso dP fosfocelulosa como segunda 

columnal 1 Cc:·ello Cout1f'l'o en 1989 encentro dos actividades de DNA 

polimerasa en eJes embrionarios no imb1bid.-::is ((1 h>, las cuales 

d1fer1ioin de la anteriormente encontrada por Vazque~ y 

V~;::Que::-R.?omos en Jo que se refiere a Sl< c:omoortam1ento 

cromato9r·áf1co en DEAE-Celulos.J y i:f su respuesta a 1nh1b1dores de 

Ja cict 1v1dad de DNA pal 1mert:1sd. 

Por otrci lado, Melénde:.c L6pez (199(1) aisló una DNA polimerasa de 

nrJcleos.., diferentes tiempos de imbibición, encontrando que la 

enzima ~1slada a las 24 horas de imbibición presenta un patrón d~ 

inhibición semejante al de ¡.,.._ DtJA polimerasa r de animales. 

Con todas estas evidencias, el propos1to dE-1 presente trabajo es 

purificar a Ltna DNA polimer-asa fla que eluye en pr-1mer lugar 

traves de un fracc:ionam1ento en DEAE-Celulosa) de un extracto 

celular de eJes embrionarios imbibtdos durante 24 tiaras, mediante 
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subsecuentes p~sos cromatográficos, para después de una buena 

¡:1,.1rificacion1 ca1·a.cter1zar de acL•erdo a diferentes parámetros y 

posteriOril1ente compararla con las DNA pal imerasas anteriormente 

encontradas en nueslr·o laboratorio. 
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HIPOTESIS 

DADO QUE E<ISTEN 3 Plé:OS [•E ACTIVIDAD DE DNA POLIHERASA AL 

FRACCIOt.IAF' UtJ EX'TRACTD DE EJES 

DEAE-CELULOSA, SE SUGIERE QUE LAS 

EHéP !ONAR !OS A 

CHr\~CTERISTIChS 

TRAVES 

!)E LA 

DE 

DNA 

POL!MERASA QUE ELUYE EN PRIMER LUGAR SERAt·l DIFEf'ENTES AL DE LOS 

01 e·c·S DOS F· 1 CDS DE ACTI V !DAD DEL QUE ELUYEN FOSTEf; 1 ORMENTE EN EL 

GRrlDIENfE DE !='QSFATO DE ForASID. 
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OBJETIVOS 

- ~STA!!LECER LA METODOLOGIA PARA PURIF"ICAR PARCIALMENTE UNA DNA 

POLI MERAS A. 

- ESTABLECER LAS CONDICIONES FISICO-!lUIMICAS OPTIMAS DE LA MEZCLA 

DE REACCION PAf;ri DETECTAR ACTIVIDAD DE [•NA POLIMERASA. 

- CARACTERIZAR A LA DNA POLIMERASA CON DIF"ERENTES INH!lllDORES 

TIPICOS DE DriA POLIMERASAS DE ANIMALES. 

- ESTUDIAR LA CAPACIDAD DE LA DllA POLIMERASA PARA UTILIZAR UN 

TEMF'LADQ DE ~ol 1 rH ol igo dT. 
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M A T E R A L y M E T O O O S 

1. Material B1oló91co. 

Las semillas de ma!z, variedad chalque~o utilizadas en este 

trabajo fueron obtenidas de PRONASE cF·roductora Nacional de 

Semillas> de la SARH .. 

-· Soluc1:mes Amortiguador~s y Reactivos. 

2.1 .. Solución amortiguadora para 1mb1b1ci6n de eJes embrionarios: 

Tris-HCl pH 7.6 50 mM 

Cloruro d .. potasio 50 mM 

Cloruro de magnesio 10 mM 

s~carosa 2Y. 

Cloranfenic.ol 10 µM 

2.2. Soluci6n amot·t1guadora para homogenar eJes embrionarios: 

Tr1s-HCl pH 

Cloruro de potasio 

2-mercaptoetanol 

Sa:carosa 

7.6 

FlorLlf'O de fen1lmet1lsulfor11lo CPMSF> 

25 

40 mM 

15 mM 

1 mM 

0.25 M 

0.3 mM 

mM 



2. 3. 3.olucion~s .:.mort 19uad'oras utll 1zadas en la purificación de la 

DNA poi iinerasa. 

2.'3.1. Solución amortiguadora At 

Fosfato de potasio 

EDT4 

Glicerol 

PNSF 

2-Mercaptoetanol 

2.3.2. Solución amort19u.:ido,.a B: 

pH 7.6 10 mN 

1 mN 

20'l. 

0.3 mN 

1 mN 

!gua 1 qu~ (2. 3. l), e:d:ep to que la concentrac i6n de fosfatos es de 

4(10 mM. 

2.3.3. Solución ~mort1gu~do,·a C: 

Igual que C~.3.l>, e·.cepto que esta ~oluci6n contiene una 

ccncpntr6ci6n dP cloruro de sodio de 150 mM. 

2.3.4. SolL1ción .:>mo,.t19uador'3 D: 

Igual que <2.3.t>, excepto que esta solución 

concentr.;.r.ión di.? cloruro de sodio de 1.5 M. 

~-~·~· Solución amort1guadora E: 

I9u~1 ~ue (2.3.t>, eMcepto que esta so1uci6n 

ccncen+:-,.aci:in de cloruro de sodio de 50 mM. 

26 

contiene una 

contiene una 



2. 3.6. Soluc.iér1 amort1guadora F: 

Tris-HCl 

NaCI 

EDTA 

PMSF 

2-Mercaptoetanol 

2.3.7. Solución amortiguadora G: 

pH 7.4 20 mM 

50 mM 

mM 

0.3 mM 

mM 

Igual que (2.3.6) excepto que la concentración de cloruro de sodio 

es de 1.5 M. 

2.3.8. Soluci6n amortiguadora H: 

Tris-HCl 

NaCI 

pH 7.4 

tfa3EDTA 

2-mercaptoetanol 

Glicerol 

ASB 

20 mM 

50 mM 

mM 

mM 

10 7. 

100 µM 

2.4. Solución amortiguadora para activación del DNA: 

Tris HCl pH 7.4 

Cloruro de magnesio 

Albumina de Suero Bovino 

<ASP, Sigma Chem. Co.> 

m~A de timo de ternera 

(Sigma Chem. Ca.) 
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2.s. Mezcla de reacc1én para. el ensayo de DNA 

Tris-HCl pH 7.é 

t(CI 

MgC!z 

dATP <Sigma Chem. Co.l 

dCTP CSigma Chem. Ca.> 

dGTP <Sigma Chem. Co.) 

Glicerol 

2-Hercaptoetanol 

ONA Activado 

ATP <Sigma Chem. Co. > 

Cmetil-3H> TTP CS7 Cl/mmol Amershan) 

2.6. Líquido de centelleo: 

2,2'-p-fenilen-bis[5-feniloxazoll 

{POPO?, Merck> 

2,5-di feni loxazol <PPO Merck) 

Tolueno 

2.7. Preparación d1.: protamina 

polimerasa: 

50 mM 

15 mM 

8 mM 

0.1 mM 

0.1 mM 

0.1 mM 

5;¡ 

0.4 mM 

2 µg 

mM 

5 µCi/ml 

0.1 gr 

5 gr 

lt 

Se prepara una solución al 10% disolviendo 10 g de protamina en 10 

ml de a9ua, se le adiciona suficiente HCl 6N hasta obtener un pH 

de 7.8, se afora a 100 mi con agua desionizada. 
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3.(t. F'r~paración de r·e:inas. 

3.1. Oietilamir1oetil-Ceiulosa (Si9ma Chemical Co.). 

Se colo<;:a 1 9 ... de OE.!.S-C'elulosa en 75 ml de HCl 0.5 N agitando 

suavemente durante 45 m!nutos intervalos de 15 minutos 

temperatura ambiente. La r·esina se colecta por filtración al vacio 

lavandola con a.~ua de~ion1zada hasta lle9ar a un pH de 7.0. La 

resina se 1·esus¡;ende- en Bü t:!l de t'Cl 0.05 N y se lleva a un pH de 

7.2 con HCl 0.Q5 tt. Se agita ~uavemente durante una hora, a 

intervalos da 15 minJtos a temper~tur·a ambiente. Se retitula a pH 

7.2 y se ~ecanta elim1n~ndo los finos y materia particulada. La 

resina se r·esuspende en solución amo1·ti9uadora A <2.3.1), se monta 

la columna y se e1uil1bra con <2.3.1). 

~·-· Hepar·in-Sepharose CL-6B CPhar·macia Fine Chemicals AB> 

Se coloca 1 ;.ramo de Hc=-parin-Sepharose en 50 ml de a9ua destilada 

dw.rdnte rr,=dia hara. La resina se colecta por fi ltr.aci6n al vacío, 

lavando '::on :".:,) ml de la solución amortiguadora C <2.3 .. 3) 1 ..ae 

monta la =olumna y s~ equilibra con C2.3.3>. 

3.3. Sephade;= G-150 (Sigma Chemical Co.l. 

Esta resina se pone a hinchar en a9ua desionizada a 4 ºe durante 

48 hora~ .. SE' decanta el sobrena.dante eliminando los finos y 

mate~ia parti=ul•da. La resina se colecta por· filtra=16n al vacio, 

se mont:3. la ::o1·.tmna ¡ se equilibra con la solución amor·tiguadora 

A. 
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~ • .,.. St:13ha=r·yl S-30(J S1,;,perfine <Pharmacia Fine Chemicals AB>. 

E~ta r·~.:.itl"1 ':.ie pro ... ~-: ya hinchado en agua destilada conteniendo 

O.O: •t. -jia mé"rthiolótt::. Un v:;ilumen del gel es colocado en 4 

.,..'=llumen.:s de solu.::i·;:i arr·arti;.uadora E <2.3.5) 1 se monta la columna 

)':.e eq:.lilibi-a con la soluc.ión amortiguadora E. 

J• -·· DtlA-Celul~sa CSigíT'.a Chemic:al Ca.). 

1 9ramo je DNA-Celulosa se pone a hinchar en 50 ml de la solución 

arncrti<Juad ... H·.:i H <2'. ':. 9>, se monta la columna y se lava con 200 ml 

de C2.3.9>. Postcr'ioi·mente se equilibra la columna con la solución 

amortiguadora F (2.3.6>. 

M E T O O O S 

1.0. Imbibición de ejes E-rnbrionarios. 

Ejes embri::marios integres de las semillas de maíz fueran 

obt..:;nido;:. manualmente (20 g> 1 los cuales se lavaron con 200 ml de 

agua de~ioni:ada esteril y se colocaron entre dos discos de papel 

filtro Wh~tma~ R o 2 en =ajas petri, a manera de que quedase una 

c~pa hcmoge1e~. Se les colocó suficiente solución amortiguadora de 

imbibici6n <~.!) a manera de que los discos de papel quedaran 

perfectamente hLtm~decidos. La incubación se llevó a cabo en una 

2s~ufa re;..JL1:!a .3 ~5 º~ durante =4 horas. Na son necesaria9 

:le esterilidad, solo la solución 

amo~~ti;-1ado·3 de imbibición, el agua desianizada, las cajas petri 

y los discos de ¡:;apel fueron esterilizados previamente. 
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rl! fin::: L::C!.r' el "; li;;..~;p:.:. .!·':.' ir.=1_1.bación los e Je~ embrionarios se 

pr~.::esé:-.·"on de innediato ¡:ara obtener el extracto celular. 

~.O. Obtención dal e::tracto celular 

Los ej~s imbiUidos durante 24 horas fueron resuspendidos en 2.5 

vol•Jmenes {relación peso frese.o de los ejes a volúmen de solución 

amorti-;.u:~dora> de solw:i6n amortiguadora de homogeni"zac:i6n C2.2>. 

Se hom.Jgt?nó en un p~lytron PCU-2 durante 30 segundos a máxima 

velocidad. Todas la::; rr .. ::..nipulacionas real1za1·on a 4 ºc. El 

extr·acto Ee centrifugó~ 7,000 x g durante !5 minutos. La pastilla 

obtenid,o\ de ésta pr·111er·a centrif;.;:gación fué resuspendida en t..5 

v~lumenes de ;:;;olu::i6n .. •r:rartiguadora para homogenizaci6n <2.2> y se 

volvió a homogen.ar en el mismo polytron por 30 segundos. Se 

centr•ifugc a 7,000 . C) Jur•ante 15 minutos, el sobrenadan te 

oUtenido d= ésta s~;~nda centrifugación se mezcl6 con el anterior 

y a ésta c·1e=cla se l~ c.e:ntrifug6 por última vez a 7,000 g 

durar1te 15 rr.in~·to:;. Sl scbrenadante total obtenido se centrifugó a 

100,000 ~ Q dur·ante 2 1/2 horas. La pastilla desechó y el 

sobrenada.nt.e fuó utili:-ado como fuente enzimática para los pasos 

posteriores de purificación, CFRACCION 1). 

3.0. Preparación del DNA activado (según Aposhian y Kornbcrg, 

1962). 

Se hicieron r<?accionar 0.5 mg de DNA de timo de ternera (Sigma) 

fd'isuelto pr.=viamen~e en un ml de solución amortiguadora de 

a.c.tiva.:ién¡ ::.-1) cor. 0.001 m;, de ONA110. (Sigma>.. Se incubó 15 

minutos a 37 ºe y se c~:ent6 5 minutos a 77 ºe; finalmente se 
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;:~~ ~if~~ ~5 ~:~:_. Ei~E ~tJA ~~ti·1~dc fue ~osteriorment~ 

ut!li.::-jc: ::=r.,.:, c.;:.l:!-::· ¡:;,;.!·= ~:.c:.:.r-~.Jr=:~.5r. :!e lo:. dNTP"s en la :nezc!a 

de reac:c:i..!;n ;Jara el c:n~:..yo dE la D~lA poli:nera.sa <2.5>. 

4.0. D;te:-rr.!r.eción de la actividad de DNA polimerasa 

La a::ti.,•idad da- DtJA pclime-r~sa fuá ensa..rada en un volúmen final de 

100 µl, en un tubo de ensaye de 12 x 7S mm que contenia la mezcla 

de reacción <2.5) y de 20 a 40 µl del extracto proteínica 6 de las 

fracciones de la columna. Las muestras se incubaron a 37 ºe 

durante 30 minutos. La reacción se detuvo agregando 100 µ1 de una 

solución de DNA de esperma de arenque (2 m9/ml, Sigma Chem. Co) y 

2 ml de TCA al lOX. Los tubos se colocaron en hielo duranta 30 

minutos. La radiactividad en forma de TCA insoluble se colectó 

filtrando a trives de filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C. Los 

filtros se lavaron primero con 5 ml de TCA trio al lOX, luego con 

5 ml de TCA fria al 57. y por último con etanol al 9bX. Los filtros 

se secaron perfectamente y se transfirieron a frascos que 

contenian 5 ml de liquido de centelleo <2.b>. La cantidad de 

radiactividad (cpm> se determinó en un contador de centelleo 

PACKARO TRI CA.llB. 

Una unidad enzimática fuá definida como un pmol de desoxitimidina 

monofosfato incorporada a 37 ºe durante 30 minutos. 

5.0. Caracterización. 

La actividad de la ONA polimerasa (fracción Vil> se ensayó y ee 

determinó en la forma antes descrita (4.0>, s61o cambiando las 
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-·.::ir·-:-:::.1ones ;.- lo;; cor.c.2nt.r·eicJOn'-?=:. descritas a cont1nuac1ón. 

5.t. T~moer~tura y estabilid~d t~rm1ca 

P~r·a otl~t·var el efecto de la temper•atura, la 1ncubacJón se llevó 

a cabo a :?('1. 25, 30, 34, 38, 43, 50 y 55 ºe, mientras. que para 

obser\•.;.r· el efecto de la estabilidad térmica, se colocaron 20 µl 

incubaron 

~efí::.laüa.s, tr·anscurr1dos 30 minutas les colocó 8(; µl de la 

mezcla de "e¿.cc16n y se incub.H·on irimed1at"'lt'ente 37 ºe 31.) 

n,~nutos. 

5.2. pH. 

El pH de la mezcla de reacción se a1usta a pH de 5.0 1 5.5 y 6.0 

(con MES>, 6.(1, b.5 y 7.1) <con BTP), 7.0. 7.4, 7.8, 8.2 y 8.7 

<con Tr1s-HC l). 

5.3. Mai;¡nes10 

La concent••acién de M~Clz de la mezcla de reacci6n se a.Justa a O, 

5 1 10, :s y 5•) mM. 

5. 4. pol 1 rA ol 1go dT 

Se disuelven el poli rA y el aligo dT por separado en una solución 

que contiene Trto:. 10 mM pH=7.5, M9Cl 50 µt1, ASB (albúmina sérica 

bovina) 0.5 ~~/ml. Para preoarar· el molde sintético me;:clan 

volúmenes iguales de solución de poli rA y de solución de 01190 

dT, queda.ndo ambos en una relación molar de 50: 1 (esto es, 10 

moles de A por un mol de dTl. Cada 10 µl de ol 190 dT (dT:J> 
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contiene 8.4 x 10-4 mg de éste 1 y coda 11) µ1 Ce s.oluc:1on de r.ol1 

rA contiene 5 /-''.J del mismo. La relac:10n moleculat· fir.al de poli rA 

o)Jqo dT fue de una molécula del primero Cpol1 rA, con una 

longitud .:-~·1·o::!m::tdi-' de 40(J nucleot1dos) y 8 moléc•Jlas del segundo 

<dT5>. Para realizar el ensayo en la pl'esencia e::clusiva de este 

molde y en las proporcione5 antes estipuladas, se mezclan 10 µl de 

la solución de poli r-A y 10 µl de la solución de aligo dT, por 

cnda t.ubo en que se 11 eve E>fecto la deter·minac tón de DNA 

pol imerasa det.Jer·á. agr'c9arse 20 µl de la me~cla anterior. Este 

m:::>lde fue prepar<:odo de acuerdo la metodolog!a reportada por 

Vtshwanatha et al., <1986!. El pol1 r·A y el oli90 dT se 

adquirieron de Sigma Chem1cal Company~ Saint Lou1s 1 Mo. USA. 

5.5. Inhib1dore~ 

5.5.1. N-etilrnaleim1da CNEH>, concentración final de 10 mM 

disuelta en dimet1l sulfox1do CDMSO> 

5.5.2. Afidicolina <Aft), concentrac16n final de 1.47 

disuelta en DMSO 

5.5.3. 2")º-Dtdesoxit1midina S'-trifosfato (ddTTP> 1 

concentración final de 3.12 x 10-8 H disuelta en agua. 

una 

Para el caso de NEM y afidicol1na se incluyen controles con el 

disolvente utilizado <DMSO>, a una concentración final de 5%. 

6.0. Determinación de la concentración de proteína. <kalckar, H.M. 
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Se tíeterm1n6 la ab:orbenc:ia de una sc-luc.i<.!111 dilu!.da de p•·oteina 

tanto a L81) nir. =omo a ~6ti nm y se aplicó la s.i9u1ente formula: 

Conc:entrac16n de proteína 

<m91ml> = 1.45 A2Bo-·.•.74 Az60 

R E S U L ~ A D O S 

Tooas las operac1ares en el oroceso de pur1f1cación se llevaron a 

cabo e 4 ºe y en presencia de F'MSF, con el fin de evitar al mftx1mo 

la ~:t1~1dad proteolít1ca~ y con ello ld pet•dida de !a act1v1ddd 

de DNA ool1mere1sa. 

1.(1. Fracc1onam1ento 

Al extracto celular obtenido <F~ACCJON l, ver cuadt·o IIIJ le 

.ad2c1000 lentamente 10 µl/ml de una solución de prot,;.m1na al 10% 

'mat&r1ales 2.7) oar3 prec1p1tar· los ácidas nucle1cos, la 

suspens1ón resultante se ¿:191t6 dur¿i,nte 30 minutos y el precipitado 

5e colecto centr1fuqando a 15,000 

sob1·enadante c.~ten1da del paso anterior se precipitó con 45% de 

::;ulfato dP amonio 1.1.•.2'7 91ml> ad1c1or1ánd.:ilu lentc-mE:nte y evitando 

un =amb10 en el p>;. Lc0 suspc:ns1ón se agitó por 3(• minutos la 

past1lla se colectó centr1fu9ando a 15.001) x 9 dur·ante 15 minutos. 

Ej sobrenadante se eliminó y la pastilla se resuspendiO en 2 ml de 

la -::.oluc1~n a.1r.i:>rt1guadora A (F1~accién Il>. 
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CUAüf'O III: Pur1ficac1cn de la úNA pol1merasa 

FnACCID,_ PROTEINA VOLUME<llACTIVADAD ACTIVIDAD VECES RENOI-
TOTAL fml) TOTAL ESPECIFICA DE MIENTO 
<mg> CUl CU/m9> PURIF. \:/.) 

~Runo 
93.lf 43 75 O.ü8 l(•O 

f'"RACClON r 
>--------· 

llf.:AE.::-Cf.:L1JLOSA 
11:.4 7 222 :2. 13 27 :!96 

f'"RACCJQN rv 

~·-----HCPAA JN-SC"P, 
22.4 5 564 ~5.1)5 313 752 

FAAC:ClON V 

-------Sl:PHACJ!YL-S900 14.7 8 181)2 1~2.56 1532 2402 
f'"RACClON VI 

'°" DNA-CC:LULOSA --
F'RACCfON vir 

2.1 3 357 164. :-,:. 2054 475 

-----
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2.1). Aislamiento de la enzima. 

2.1. Scphade" G-151) <Si9ma Chem1cal Co.). 

La fracc16n 11 obtenida se colocó ~obre una columna de Sephadex 

G-150 <2:~10 c.m) pre .. ·iamiente equi 1 ibrada con soluc1ón amortiguadora 

A. La columna lavó con tres volúmenes de de la 6oluci6n 

amortiguadora A, colectando fracciones de elución de 1.5 ml, 

<FRACClON 111). Esta resina util1=6 para desalar las 

proteinas, motivo por el cual no se calculó las veces de 

purif1cac16n .. 

2.2. DEAE-Celulosa <Sigma Chemical Co.l. 

A las fracciones qu~ eluyeron de Sephadex G-150 y que mo5traron 

actividad de ONA pol1merasa ap 11 e aron una columna de 

DEAE-Celulosa <2.5x12.5 cm) previamente equilibrada con solución 

ci.morti~ucdora A. La colurnna se 1av6 con tres volúmenes de solución 

arnorti9uadora A y la protelna retenida se eluy6 c.on B volumenes de 

column~ de un grad1ente line~l de 10 400 mM de fosfatos, 

<sol1,.1c1ón a•nortiguadora A y B respectivamente). A las frac:c:1ones 

elutdas se les deter·minó la c:oncentrac1~n de prote!na ~& 

activ:.dad de Df·lo; DGl1;u2• ;:.::.¿., 

crcrnctograf1 a. a través 

oe la columna d:> DEAE-Celulosa. Se observan claramente tres picos 

de ac t1vidad, el pr1mero que eluy6 en la fracción de lavado, 

(frocc16n lVl, el ser;wndo que eluyó una concentración de 

fosfatos de 100 ! 30 mt1 y un tercer pico Que eluy6 una 

concentrac i6n de fo~f a tos de 200 ! :SO mH. Aún cuando en esta 
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resina no se purifico bastante a la enzima, se logró cambio 

dtstin9uirla y aislñrla de las otras dos actividades de DNA 

pol 1m~rasa, lo cual mue·:;;.tra indirectamente que la enzima que se 

estudió en el presente trabajo <lA que eluye en primer lugar de 

ésta columnu) no tiene el número de cargas negativas suf ic1entes 

para retenerse en la resina, al menos a pH de 7.6. 

2. 3. Hepar-in-Sc-pharose CL 68 <Pharmac:ia Fine Chemicals>. 

Existen numerosos reportes en la literatura que sertalan haber 

ut1l1zado ya sea hep~rin-sepharosa o heparin agarosa en la cual se 

ha obtenido una buena purificación de ONA polimerasas, entre 

otros; He1nhorst el aL, 1990¡ Kunkel T y Mosbauugh 1988; Nasheuer 

H. y Grosse F. 1987. Esta resina contiene una gran cantidad de 

grupos 9licosulfatados lo cual tiene cierta similitud con los 

grupos fosfato unidos a las deso>:1rr1bosas del ácido nucleico. La 

FRACCION IV fue aplicada a una columna de Heparin Sepharose, <lx5) 

previamente equilibrada con solución amortiguadora c. La columna 

se lav6 con 3 volúmenes de cama de la solución amort19uadora c. La 

proteína retenida se eluy6 con 8 volúmenes de cama de un gradiente 

lineal de 150 a 1,500 mH de NaCl <soluciones amortiguadoras C y D 

respectivamente>. El perfil de eluci6n de la actividad de DNA 

polimerasa a través de ésta columna se muestra en la fjgura # 2, 

en donde se observa un pico de actividad que eluye a una 

concentrac1on de NaCl de 800 ! 50 mM de NaCl <FRACCION V>, lo 

cual quiere decir que la enz1~a tiene una gran afinidad por la 

resina, dando como c:onsecuenc1a que se obtuviese una 

purificación de apro~imadamente 340 veces. 
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Fig. tt 1. Perf1 l de eluc1ón de las DNA poi imerasas sobre una 
columna de DEAE-Celulosa. La fracci6n III se aplicó a una columna 
de DEAE-Celulosa C2.5>:12.5 cm>, previamente equilibrada con 
soluc16n amorti9uadora A, se layó con 3 volúmenes de la misma. Las 
proteínas r'etentdas se eluyeron con 8 volUmenes de columna de un 
gradiente lineal de 10-400 mH de fosfutos. Se colectaron 
fracc1ones de 1.3 ml con un flujo aproximado de 15 ml/h. Proteína 
C0--0>: Actividad C~--Ml: Fosfato de potasio e~>. 
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Fig. M 2. Perfil de eluci6n de la DNA polimer~sa sobre una columna 
de Heparín-Sefarosa. La fracc16n IV se aplicó a una. columna de 
Heparin-Sefarosa <lxS cml, previamente equilibrada con solución 
amortiauadora C, se lavó con 3 volúmenes de la misma solución. Las 
protei~as retenidas se eluyeron con B volúmenes de columna de un 
gradiente lineal de 150-1 500 mM de NaCl. Se colectaron fracciones 
de 1 ml con un flujo aproximado de 10 ml/h. Proteína <X--Xl: 
Actividad (o--ol: NaCl (-). 
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2.4. Sephacryl S-300 CPharmacia Fine Chemicals AB>. 

Dado que la FRACCJON V contenía una gran cantidad de NaCl se 

procedió a utilizar una resina que perm1tiPra eliminar a esta sal, 

a la vez que nos permitiera seguir purificando a la enzima, para 

lo cual se utiliz6 una cromato9raf!a de e~clusi6n molecular de 

alta resolución; Sephacryl S-300 (la cual permite tener un rango 

de fraccionamiento confiable de entre 10 y 1 1 500 YOa). La fracción 

V se aplicó a una columna de Sephacryl S-300 C1X32.5) y se eluy6 

con tres volúmenes de cama de la solución amortiguadora E. El 

perfil de eluci6n de la actividad de la ONA polimerasa se muestra 

en la figura # 3, en donde se observa que la actividad de DNA 

polimerasa eluye en las primeras fracciones, lo cual es un indicio 

de que la enzima posee un alto peso molecular. En este paso 

se purificó a la enzima aproximadamente 1600 veces. 

2.5. DNA-Celulosa (Sigma Chemical Ca.). 

La resina de afinidad de DNA celulosa de cadena sencilla ha sido 

ampliamente utilizada para el aislamiento de DNA polimerasas (Lee 

S. et al.., 1989; Sakaguchi K. y Lu e.e., 1982; Shioda M. et al., 

1982), por lo cual también se uti li;:6 a esta resina pa:•a la 

purificación de la enzima. La FRACCION VI se cargó a una columna 

de DNA-Celulosa (1x4>, se lavó la misma con tres volúmenes de cama 

de la solución amortiguadora F. la proteína retenida se eluy6 con 

5 volúmenes de cama de un gradiente lineal de 50 a 1,500 mM de 

NaCl. El perfil de eluci6n se muestra en la figura # 4, en donde 

se observa un pico de actividad a una concer.':r.3.::ió.- de 

·1! 



)( 
1 
1 

)( 

..... 
a -
< z ..... 
~ 
o a: 
D. 

SEPHACRYL-S300 

o 
1 210 1-
1 

0.11 

o.a 

1 o o 

/\ 180 .... ..... 
"' w 

180 - e 
< e .... 

120 

.)!~,¡:~.~ 
z 
:::> ..... 
e 90 
< e .... 110 ,_ 
> .... 
1-o ªº < 

' .. ' 1 .x 'º ....... -· o 
2 11 e 10 12 18 20 

No. DE FRACCION 
Fi9. ft 3. Perfil de elución de la DNA polimerasa sobre una columna 
de Sephacryl-8300. La fracción V se aplicó a una columna de 
Sephacryl-$300 <lx32.5 cm>, previamente equilibrada con solución 
amortiguadora E. La proteina cargada se eluy6 con 3 volúmenes de 
solución amortiguadora E. Se colectaron fracciones de 1 ml con un 
flujo aproximado de S ml/h. Proteína <X--X>: Actividad (0--0). 
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Fig. # 4. Perfil de elución de la DNA polimerasa sobre una columna 
de DNA-Celulosa. la fracción VI se car96 a una columna de 
DNA-Celulosa <1x4 cm>. previamente equilibrada con la solución 
amorti9uadora F. La proteína retenida se eluy6 con 8 volúmenes de 
columna de un 9radiente lineal de 50 a 1 SOQ mH de NaCI. Se 
colectaron fracciones de 1 ml con un flujo aproximado de e mllh. 
Prote!na <X--XJ: Actividad <0--0>: NaCl e~). 
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de purit1caci6n se 109r6 

-... b:~..-t..:r a la Er.=ima :050 veces purificada. 

El esquema completo de purificación se muestra en ~l cuadro IV. 

2.6. Temperatura y esta~ilidad térmica de la DNA polimerasa. 

e~ la figura • 5 se observa el efecto de la temperatUra sobre la 

ONA polimerasa notando que la actividad de ésta se ve favorecida a 

una temperatura de entre 30 y 38 ºe y, a temperaturas menores de 

25 o mayores de 40 ºe la actividad de la DNA polimerasa se 

disminuida. Para determinar la causa de d~ la baja actividad de la 

DNA polimerasa a dichas temperaturas proced 16 estudiar su 

estabilidad térmica, notando que a temperaturas mayores de 40 ºe 

la enzima empieza a desnaturalizarse, <ver figura • 5> y a 

temperaturas menores de 25 ºe la actividad de la DNA polimerasa se 

restituye cuando se coloca a su temperatura óptima de actividad, 

no siendo as! cuando se coloca a su temperatura óptima la enzima 

previamente incubada 

métodos, 5. 1 >. 

40 ºe o a tempertauras mayores (ver 

2.7. pH 6ptimo de la DNA polimerasa. 

En la figura tt 6 se observa que la actividad de la enzima es 

óptima a pH entre 7.0 y 7.8, mientras que a pH de á o mayor 

de 8 la actividad disminuye, notándose además que la actividad se 

ve afect"'da por el tipo de amortiguador utilizado. 
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CUADRO IV. Esquema completo de purificación de la DNA polimerasa. 

EJes embrionarios imbibidos 
24 h 

1 
Homogeneización 

1----1----1 
Centrifugar 10' a 7 500 x g Pastilla 
reextracci6n, centrifugación desechar 
~~~~-!~~~~~~~~~~ 

1 1 
Pastilla . Sobreradante 
desechar centr1 fugar 2 /z h a 100,000 )( g 

-----~!~----------! 1 
Sobrenadante <fracción l> Pastilla 

precipitar con protamina al 10% desechar 

l~~~~~~~l~~~-~----1 
Pastilla Sobrenadante, precipitar 
desechar con sulfato de amonio al 45X 

centrifugar 20' a 15,000 x g ________ ¡ _____ _ 

1 1 
Pastilla, (fracción II> Sobrenadante 

resuspender en bufer de fosfatos desechar 
1 

Sephadex <fracción 111> 

1 
DEAE-Celulo~a <fracción IV> 

1 
Heparin-Sepharose <fracción V> 

1 
Sephacryl S-300 (fracción VI> 

1 
DNA-Celulosa (fracción VII> 

1 e a r a e t e r i z a e i 6 n 
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EFF.CTO DE IA TEMPERATURA 

25 

JJ lll 

Fi9. * 5. Efecto de la temperatura y 
estabilidad térmica de la DNA polimerasa. 
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EFECTO DEL pH 

lD 

º~ 75 

Fig. • b. Efecto del pH sobre la 
actividad de la DNA polimerasa. 

47 



2.5 Concentración de magnesio 

De las diferentes concc·ntraciones de maQnesio que se utilizaron se 

observa que la enzima tiene mayor actividad a concentraciones de 

entre S y 10 mM y que a concentraciones mayores existe una 

creciente inhibición de la actividad, como puede verse en la 

figura 4t 7. 

Z.6 poli rA oligo dT 

Una de las principale~ caracteristi.cas de la ONA polimerasa y de 

animales es que puede utilizar un templado sintético de poli r·A 

ol i~o dT e.orno molde para la incorporaci6n de los dNTP. En el caso 

de la DNA pal imera5a estudiada en este traba Ja se observa que, 

<ver figura n B> al menos en las condiciones del ensayo, ésta es 

inc~pa= de utilizarlo. 

2.7 Inhib1dores 

Por último se estudió el efecto de algunos compuestos que se sabe 

actúan sobre las DNA polimerasas de mamiferos. El efecto de ~stas 

sustancias sobre l~s diversas DNA polimerasas de animales ha 

servido como una poderosa herramienta para poder clasificarlas. El 

efecto encontrado de los diferentes inhibidores sobre la actividad 

de lu DNA pol imerasa se observa en la figura tt 9. 

El :· 1 3'-dideso~itimidina 5'-trifosfato (ddTTP> es un inhibidor 

C.:1racteristico de la DrlA polimerasa (J y, en menor 9rado de la DNA 

polimerasa. y. La~ ONA polimerasas 6 y o: no son inhibidas. Para la 

DNA polim~rasa que se estudió en este trabajo el ddTTP ejerció una 
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mrro DE lA OONCEmU.CION 

DE Mg(l 

QXilhl(D • lffJ , .. , 

Fig. • 7. Efecto de la concentración de 

MQ++sobre la actividad de DNA polimerasa. 

Uso de poli rA oligo di' 

"' 

Fi9. M 8. Porcentaje de eficiencia de 
utilización del templado sintético de 
poli rA oli90 dT con respecto al DNA 
activado. 
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EFECTO DE INlllBIDORES 

IKHIBIDOR 

Ftg. • 9. Efecto de varios inhibidores 
sobre la actividad de la DNA polimerasa. 
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:.nhi!:.ii.:1cr1 de .... "'!:5~~, con lo cual tomando como base est.? criterio 

se podr!a dec:r· de la en=ima que dado su alto por-centaJc de 

inhibición solo cabria esperar que la enzi~a fuera ya sea del tip~ 

o o 6 1 por lo cual ~e pr·ocedió se9u1r utili=ando otros 

!nhib1dores. 

t~EM inhib12 fuerte-mente a las DNA pol1merasa a, y y 6 1 pero no a la 

/1 1 Este agente inhibió en un 83 5% la actividad de la DNA 

polimerasa aislada en este trabajo pm· lo cual 5e podr1 a 

El Afi inhibe fuerte.T·ente la actividad de las DNA polimerasas a y 

ó pero no inhibe a la (1 ni a la y. Este agente inhibe en un 62 

5% la actividad de la DNA polimer·asa parcialmente purificada en 

este trabajo. 

E~ importante hacer notar que en el control para Afi y NEM Cque 

con tenia r:·MSO, en el cual fueron disueltos), la en zimamostr6 una 

actividad :o·: mayor que en control de> ddTTP ( disuelto en agua>, 

l~ cu~l parece indicar que a la enzima le favorece un ambiente 

hidrofébico para aumentar su actlvidad. En la figura # 9 se 

muestra el porcentaje de inhibición de la en=ima. tomando como base 

0% de inhib1c1¿n de su respectivo control. 

r·or lo tan to, dado de que no ;.e observa un patrón de 

coffiportamiento simila1· de la enzima estudiada este trabajo a 

ningur13 de las CNrl pollmera':'.>as de animales en lo que se refiere a 



n~i;,.puesta a inhib1dores 1 aunado a la incapacidad de la enzima de 

uti:i::ar <Jf'\ molde de poli r-A oli90 dT ñeria muy comprometedor 

decir qve la enzima estudiada en este tr-abaJo es de determinado 

tlP"· 
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l O N 

·-- ~: =on eJes embriones de ma!= han sugerido que en 

las pr·imeras horas de imbib1c16n e:dste una sintesis del ONA de 

tipo reparativo tZarain et aL-, 1987>. Por tal motivo se procedió 

a estudiar a la DNA pol 1merasa de ejes embrionarios de mai z 

imbib1dos durante 3 horas, la ~uaJ se comparó con la que estaba 

presente a las 24 horas de imbibición, tiempo en el cual existe 

sintes1s replicativa del DNA. tVa=que= y Vá:quez-Ramos, 1988) 1 

encontr3ndo que ambas se asemeJaban 

c~lulas de animales, cambios 

la DNA pal imerasc:\ de 

el esquema de pur1i1cac:1ón 

lcontr·ol del pH durante l"' prec1pitac1én de ácidos nucletc:os y 

proteínas, as1 como util1=ac16n de fosfocelulosa como segunda 

columnat perm1t1eron detectar dos picos de actividad de ONA 

polimerasa en eJes embr1onar1os de maiz no lmbibidos, las cuales 

<por su comportamiento frente inhibidores y corr1portamiento 

cromatográfic.ol eran diferentes de la ONA pol1merasa anteriormente 

encontrada por Vá::quez y Vá;.?quez-Ramos, <Coello Coutif'ío, 1989>. 

Estudios posteriores con ejes embrionarios de maiz imbib1dos 

durante 24 horas han permitido detectar tres actividC'des de DNA 

polimerasas CCoello, resultados no publicados> al fraccionar 

e:<tra.cto proteico a través de DEAE-Celulosa. El presente trabajo 

tuvo como obJet1..-o estudiar el pico de actividad que eluy6 

primer lugar· de esta columna. lVer figura~ 1>. Esta resina de 

intercambio ani6nico, al no retener a esta DNA polimerasa nos 

indic6 de mane:-a indirecta que die.ha enzima no tiene el número de 

cargas negativas suficientes para retenerse a ella. Las fracciones 
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con .acliY1dad eluldd$ de úEAC-celulosa fueron aplic~das a una 

resina de Heparin-S!?ph.:trrise, resina formada por glicosaminos 

alt~mente sulfdlados y que, por Ja disposición de dichos grupos, 

pueden simular a los grupos fosfato del DNA. En esta resina se 

resolVJ.ó !:.alo p1co de actividicid que eluyó a una concentración 

de 050 ! 30 mH, lo que indicó que la enzima tiene una gran 

afinidad por ld r&stna. Las fracciones con actividad fueron 

aplicadas a una columna de exclusión molecular de alta resolución, 

CSephacryl 5~3(10> en la cual, también solo se resolvió un pico, 

que empezó a dt!fintr~e en las primeras fracciones, Cfig. ti 3), lo 

que t1ace indic<lr que la f::'n;:1ma posee un alto peso molecular. Es en 

esta resina en donde se obtuvo una gran cantidad de actividad 

total, que pudu ~er dE:-bido a que la concentración de sales (50 mM 

de NaCU haya ejerc.tdo un efecto estimulador en la actividad de la 

DNA polimE:',·a-:.a 1 ya que ~sta eluyó a una concentración de 850 mM 

de la r.romataoraf.! a antE:'rior <Heparin-Spharose>, la cual es un 

indicio dr~ que a fuerzas l6n1cas altas la actividad de Ja enzima 

disminuye. La cantidad de proteina que se recupei-ó de esta 

cromutograf!a fue casi la misma que la que se obtuvo de la 

cromatograff a anter1 or (Hepar1n-Sepharose}. Las fracciones con 

actividad que eluyeron de Sephacryl S-300 fueron aplicadas a una 

columna de afinidad; DNA-Celulosa, esta resina contiene un DNA de 

cadena sE:'nc1lla y la enzima se pe96 a ella un poco menos fuerte 

que cuando se cargó a la columna de HE?parin-Sepharose puesto que 

la enzima eluy6 a uncl concentración de NaCl de 350!:30 mM, como 

puede observarse en la figura .. 4. Con este último paso de 

pur1f1caci6n se lo~ró purificar a la enzima más de 2000 veces. Sin 
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embar-~o, es necesario temar en considet"'aci6n que la actividad 

total del extracto crudo es muy baJa, Jo cual da como consecuencia 

que en los valores obtenidos de los subsecuentes pasos 

c:romatográficos se obtengan rendimientos mayores del lOOZ con 

respecto al inicial del extracto crudo. Este resultado puede 

d~berse a que el amortiguador de homo9enado C2.t> contenía una 

cantidad ,~e)atívamente muy alta de sacarosa, provocando que se 

formaran a9re9ados pl"'oteicos, los cuales al pasar por un gradiente 

de fosfatos (10 400 mM>, estos agregados se disociarah, 

provocando una mayor a e:: ti vídad de DNA pol imerasa. En 1 .. s 

fracciones Que se obtienen de Heparin-Sepharosa <elu1das una 

+ 
concentración de 800 - 50 mH de NaCl), muy probablemehte los 

agregados se hayan dísoc1ado totalmente, provocando que se 

obtuviera una actividad total de DNA polimerasa muy alta, lo cual 

se observa también las fracciones e-luidas de Seph~cryl-5300, 

resina. la c.ual se obtiene el rendimiento más alto en el 

proceso de purificación. Después de haber utilizado la resina de 

DNA-Celulosa se completó el esquema de pu~ificaci6n parcial y se 

procedió a caracterizar a la enzima .. Generalmente s~ reporta en la 

literatura en las condiciones de ensayo, una temperatura de 37 °C 

para medir la actividad de DNA pol1merasa, para la enzima que se 

estudJó en é5t~ trabajo se observó que ésta funciona muy bien a 

temperaturas dP Pntre 30 y J.B ºe y que, a temperaturas mayorf?s de 

4() ºe la enzima pierde actívida.d, por lo cual se estudió su 

estabilídad tórmica; encontrándose que después de dicha 

temperatura la enzima pierd€!' actividad por desnaturali2ac16n .. Con 

raspee.to al pH, se ha reportado como 6ptimo 7.0, para tri9ot 
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mientras que para t~baco se ha reportado como óptimo el de B.3 

<Litvak, S. y Castroviejo, M. 1987>, lo cual nos hace ver que 

existe un amplio rango en cuanto a el pH 6pti•o para ~edir 

actividad de DNA pol1merasa en las diferentes esp~ies de sistemas 

vegetales; para la enzima que se estudió en este trabajo s.e 

observó que ésta funciona muy bien a valore~ de pH's de entl""e 7.0 

y 7.8, notándt1se además que la actividad se ve afectada por el 

tipo de amortiguador aún a un mismo pH, as1 por ejemplo se observa 

que a pH de 6.0 existe un 33% ~s de actividad con el amortiguador 

MES que con BTP, lo cual es un indicio de que el BTP podría e9tar 

quelatando algunos sustratos y/o cofactores de la enzima. Esto 

podría suceder también con el Tris-HCl dado que éste tiene una 

estructura muy similar al del BTP. En cuanto al requerimiento de 

Hg ... se sabe que éste <:!Is ind1spen5able para detectar actividad de 

las DNA polimerasas, sin e~bar90, el 6pti1DO reportado· varia de 

especie a especie. <Litvak y Castroviejo, 1987) .. La DNA polimerasa 

estudiada en este trubaJo, a las concentraciones utilizadas tiene 

un óptimo entre 5 y 10 mM. Se estudió el uso del templado de poli 

rA aligo dT debido a que es una de los principales características 

que distinguen a la DNA polimerasa y de animales dada su alta 

eficiencia para utilizarlo como molde, DNA polimerasas tipo y se 

han descrito en diferentes sistemas vegetales y su clasificación 

se basó pr1nc1palmente en el uso eficiente de dicho templado 

<Gr.iveline et al .. , 19841 Castro'liejo ot al., 1979). Fue por tal 

motiva que se estudió el uso de dicho templado por la enzh1a 

parcialmente purificada en este trabajo, notando que ésta es, (al 

~enes en las condiciones del ensayo>, incapaz de utilizarlo. Uno 
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de los criterio:. más fuertes para clas1f1c:ar a las DNA polimerasas 

de animales se basa en el efecto que tu~nen ciertos inhibidores 

especifJc.os sobre su activ1dad; por tal a.otivo estudió el 

efecto de los 1nhib1dares sobre la act1v1dad de ONA polimerasa 

parcialmente pur1f1cada en el pr·esente trabaJo. La r·espuesta ~ los 

diferentes 1nhib1dores claramente difer·ente las de su 

cont.r·aparte animal, ya que se observó una inh1b1ci6n del 85'l. 

presencia de NEM <inhib1dor típico de las ONA pol o. 1'" y 6, pero 

no de la (I>, lo que hace suponer que en el sitio catal1t1co de la 

enzima existen grupos sulfh1dr1lo, por lo cual, tomando como base 

este criterio, (aunado al alto peso molecular de la en::imal se 

descarta la pr·escm::ia de una enzima tipo (1. En presencia de ddTTP 

<inhJdor de la ONA pol1merasa ~y y pero no de la o> existe una 

1nh1bici6n del 75% y, en presencia de Af1, !inhib1dor de la DNA 

pal imera~a o: y 6, pero no de la {J ni de la ~· >, una inhib1c16n de 

más del 65'1.. Estos resultados con 1nhib1dores y uso de poli rA 

aligo dT no permitieron clasificar a la enzima parcialmente 

puríf1cada en este trabajo ya que no observó un patrón tipico 

da 1nhibic1ón semeJante ninguna de las DNA pol1merasas de 

animales, lo cual no tenia que &er necesariamente as!, ya que aún 

c:uando estamos comparando enzimas que re.:il1zan las mismas 

actividades, éstas de diferentes escalas evolutivas. Un dato 

que se despr~nde de este e5tud10 y que resulta interesante 

consiste en el efecto est1muli'dor que eJerce el DMSO en la 

actividad de la enzima, el cual también se ha visto que 

presenta en el caso de la ONA pol1merasa 6 aislada a partir de 

placenta humana <Lee, et al, 1986>. Dicho efecto estimulador 
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podría s~r un ind1c10 de que a la enzima le 9usta trabajar en un 

ambiente hidrof6bico. Estt.•dios encaminados a obtener la enzima a 

homog~ne1dad son r·ecomendables, para ~oj&r d~te~rr1nar parámetros 

T1_l::C--.1'~·"'::.:¡-.; :.\_. .. ·-e.:-:s.1:.. 1 •1-:-, d=_:··, o~r, c,ue interaccione con 

otrds protetnas no deseables. También, después de que la enzima 

sea obtenida a homogeneidad será recomendable obtener anticuerpos 

contra el la para pod11r rastrearla a lo largo de los diferentes 

tiempos de la germ1nac16n, y as1, de esta manera utilizarla como 

un marcador ldaquim1co. Estudios que están fuera del alcance de 

los objetivos propuestos para el presente trabajo, pero que de 

alguna manera pueden contribuir la real1zac16n de dichos 

estudias. 
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CONCLUSIONES 

EN EL PRESCN'Tf: TRABAJO SE LOORO ESTABLECE'a LA NETODOLOOIA 

PARA OBTENER UNA BUENA PURJf"ICACION DE UNA DNA POLINERASA. 

SE LOORARON 1'.:STABLECEJl LAS CONDICIONES OPTIMAS DE Lll. 

NICZCLA DE R.CACCION PARA EL ENSAYO DE LA ONA POLINERASA. 

LA DNA f"OLIMERASA. AL SER INHIBIDA POR TODOS LOS 

JNHJBlDORES ESl'ECIF1C0$ DE LAS DlFEltENTES ONA POLINERAS DE 

ANIMAL!:S, NO PERMITE CLASIF'ICAJtLA SIOUIENOO CL MISMO 

CRITERIO QUE l:.L QUE SE USA PARA LAS DE SU CONTRAPARTE ANIMAL. 

LA DNA POLIWERASA ESTUDIADA EN ESTE TRABAJO PARECE SER 

OIF'ERENTE DE LAS ANTEJUORMENTE ESTUDIADAS <DE LA TIPO (X Y 

LA TJPO y1 EN MAIZ. 
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