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Resumen de Tesis 

Caracterización parcial de una ONA prlmasa asociada a una 

DNA pollmerasa de tipo repllcatlvo de malz 

En ejes embrionarios de maiz se han identificado 3 actividades de DNA polimerasa 

que eluyen en un gradiente de fosfato de potasio a través de una cromatografia en 

DEAE-Celulosa y se han denominado DNA pollmerasas 1, 2 y 3 de acuerdo al orden en 

que eluyen. La DNA polimerasa 2 es una ONA pollmerasa tipo repllcativa y contiene 

asociada una actividad de DNA prlmasa. En el presente trabajo se caracterizó 

parcialmente la actividad de DNA prima•a; ésta coeluye con la actividad de ONA 

pollmerasa 2 a lo largo del proceso de purificación que involucra cromatografias a través 

de OEAE-Celulosa, Heparina sefarosa, Superdex 200 y Mono Q HR 5/5. Sin embargo, la 

actividad de DNA prlmasa se reduce notablemente después del paso de Heparina 

sefarosa, por lo que las fracciones con actividad de primasa que eluyeron de esta 

cromatografia fueron utilizadas para la caracterización parcial. Bajo las condiciones de 

reacción empleadas, la DNA primase de malz usa eficientemente un molde de ONA 

sintético: poll-dT, pero no puede usar poll-dA ni tampoco ONA de cadena sencilla (+) del 

fago M13; es muy sensible a N-etllmalelmlda y a concentraciones mayores de 15 mM de 

KCI, requiere de cationes divalentes como Mg++ o Mn++, teniendo un óptimo de 

actividad a concentraciones de B.O y 0.8 mM respectivamente. Funciona eficientemente 

a temperatura de 37 ºC y a pH de 8.5 (óptimo), a pH menor de 7 la actividad de DNA 

primase se Inhibe notablemente. La DNA primase de malz Incorpora ribonucleótldos 

durante la formación del cebador, aunque también puede Incorporar 

desoxlrribonucleótidos. El presente trabajo muestra evidencias de que Ja DNA 

pollmerasa 2 de malz contiene fuertemente asociada una actividad de ONA primasa, al 

Igual que ocurre en la DNA polimerasa 1 en levadura y en la ONA polimerasa u en 

animales. 

X 

X 



1. INTRODUCCION 

1.1. Origen del maíz 

El teoclntle (Zea mays subespecie parvigfum/s), es considerado el ancestro del maíz (Zea 

mays, subespecie mays, (1 D. Según Mangelsdorf (2), para que el malz haya alcanzado la 

distribución geográfica que llene actualmente y el grado de variación genética que observa 

desde su nivel silvestre (leocintle), hasta su nivel cultivado, tuvieron que haber Intervenido la 

migración. la mutación, la recombinación génica y la selección principalmente. El teocintle al 

ser domesticado perdió sus defensas naturales, por lo que el malz cultivado no puede subsistir 

sin el cuidado del hombre. 

Estudios realizados en fósiles y demás objelos de interés arqueológico indican que el maiz 

empezó a domesticarse hace más de 6,000 años en el territorio de lo que hoy es Tehuacan, 

Puebla y el norte del estado de Oaxaca. Con la información disponible. el maiz primitivo debe 

haber tenido las siguientes caracteristicas distintivas: mazorcas pequeHas de 2 a 6 cm de 

longitud y de 4 a 8 hileras de granos; en parte o totalmente cubiertas por brácteas. granos 

pequeftos, palomeros, tunicados y de colores obscuros. Por la selección del hombre, muchas 

variedades evolucionaron hacia un mayor tamaño de semillas ylo mazorca. A la fecha, en el 

germoplasma reunido en los bancos genéticos se dispone de una gran variedad, desde granos 

muy pequeños (de menos de 5 mm), hasta granos muy grandes como la variedad "Cuzco 

gigante" del Perú. de alrededor de 2.5 cm de longitud. 

En general, el maíz posee una diversidad genética que se adapta a muy variadas 

condiciones ecológicas y esto permite realizar su cultivo en muchas regiones agrícolas, lo que 

explica su gran importancia económica a nivel tanto nacional como mundial. 

1.2. Clasificación taxonómica del maíz. 

El maiz es un vegetal herbáceo cuya clasificación se muestra a continuación (3): 

Reino vegetal 

División lraqueofila 

Subdivisión pleropside 

Clase angiosperma 

Subclase monocotiledónea 

Grupo glumlfora 

Orden graminales 

Familia gramíneas 



Tribu 

Género 

Especie 

Subespecle 

maydeae 

Zea 

mays 

mays 

1.3. Anatomla de la semilla de maíz 

La semilla es el óvulo fecundado, transformado y maduro de las plantas fanerógamas; la 

semilla de maíz está constituida por las siguientes estructuras: 1) tesla, 2) capa de células de 

aleurona, 3) endospermo, 4) capa de células eplleliales, 5) esculelo, 6) coleóplilo, 7) plúmula, 

8) nudo coliledonar, 9) radícula y 10) coleornza, ver fig. 1 [3]. 
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Figura 1. Anatomia de la semilla de malz. Adaptado de Robles [3]. 



1.- La testa es la pared del ovario desarrollado y maduro que proporciona una barrera 

protectora entre el embrión y el medio externo. En el malz este tejido se presenta como una 

delgada pellcula y por lo mismo, no se puede diferenciar en pericarpio, mesocarpio y 

endocarpio, constituyendo asl una sola estructura. 

La testa está Impregnada de ceras y grasas, asl como de células mucilaginosas que revientan 

en contacto con el agua, proveyendo una barrera que retiene el agua alrededor de las semillas. 

En la testa se distinguen el hillo y el micrópilo: el hlllo es la cicatriz que corresponde a la 

Inserción del funlculo con la semilla. El micrópilo es un diminuto orificio, cerca del hlllo o en 

otra zona, según sea la posición del óvulo con respecto al funlculo y la forma de la semilla. El 

micrópilo permlle el acceso del aire y del agua al embrtón y es el orificio por donde sale la 

radlcula al germinar la semilla. 

2.- La aleurona es una capa de células vivas que rodea al endospermo, sintetiza n-amilasa y 

otras enzimas hidrolltlcas que degradan almidón durante la germinación. 

3.- El endospermo es un tejido nutritivo que se produce en el saco embrionario y que persiste 

en la semilla madura como almacén de reservas, las cuales se utilizan en el desarrollo del 

embrión y de la pequeíla plántula durante la germinación. 

4.- El epitelio es un tejido que cubre la supertlcle externa del embrión formando una delgada 

capa protectora. 

5.- El escutelo en los frutos de las monocotiledóneas -como es el malz- es una estructura 

dlscoldea gruesa que se localiza entre el embrión y el endospermo, representa el cotiledón 

único, el cual actúa como órgano de succión en favor de la nutrición del embrión durante ta 

germinación. 

6.- El coleóptllo es una cubierta que rodea a la yema plumutar y forma a la primera hoja por 

encima del cotiledón en las gramlneas y rodea el extremo del talluelo y a las hojas Incipientes. 

Sirve como protección de la plúmula durante la germinación. 

7 .- La plúmula es la yema del embrión en una semilla que dará origen a la parte aérea de la 

planta. 

8.- El nudo cotlledonar se conoce también como corona y se encuentra entre la plúmula y la 

radlcula. 

9.- La radlcula es el extremo del hlpocotilo del cual se desarrolla la ralz primaria. 

10.- La coleorrlza es una funda que rodea la ralz del embrión en las gramlneas. 

1.4. Germinación de semillas 

Desde el momento en que termina la formación del embrión, las células suspenden la 

división celular y atenúan considerablemente sus funciones de respiración y nutrición iniciando 
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el periodo de vida latente que dura hasta el comienzo de la germinación [4]. 

La genmlnaclón en las semillas puede definirse como una secuencia de eventos 

morfogenéllcos que resultan de la lransfonmaclón de un embrión en una phlnlula [5]. Este 

patrón de cambios Involucra procesos flslcos, qulmlcos, bioqulmlcos y genéticos coordinados 

muy finamente lanlo analómlca como temporalmenle. Desde un punlo de vista bloqulmlco, se 

puede decir que la genmlnación es la reinlclaclón de la actividad metabólica y el crecimiento 

por parte de los tejidos que consllluyen a la semilla; esto Involucra una rehldrataclón, la 

ulllizaclón de reservas y el desarrollo gradual de sistemas sinlélicos que lransfonman al 

embrión en una planta joven y capacHan a esla úlllma para asumir una existencia aulotrófica 

[6]. 

Durante la genmlnaclón, la secuencia de evenlos fisiológicos y bloqulmlcos que parecen ser 

común a un gran número de semillas de gramlneas puede dividirse en i) Eventos lempranos, 

los cuales Incluyen: hidratación, slnlesls de ATP, slnlesis de protelnas, slnlesls de RNA y 

reparación del DNA; 11) eventos lardlos o secundarios: expansión celular, movilización de 

reservas y replicación del DNA. Cada evenlo representa un eslado potencial en el cual un 

slslema de control puede operar en la genmlnaclón [7]. 

1.4.1 Absorción de agua 

Para la acllvaclón del melabollsmo y subsigulenle genmlnaclón, la hldralaclón es un evento 

Indispensable en las semillas secas. La absorción de agua suele efectuarse en tres fases: una 

fase Inicial de rápida absorción, una fase inlenmedia en la cual el contenido de agua de las 

semillas permanece casi conslanle y una fase final de Intensa absorción que está relacionada 

con el alargamiento de las células y la aparición de la radlcula. Las protelnas consliluyen el 

principal componente de las semillas en cuanlo a absorción de agua; también participan en 

esto proceso los mucilagos y sustancias pécticas; por el contrario, el almidón no Interviene en 

este proceso porque sólo absorbe agua en condiciones ácidas y con atlas temperaturas [7]. 

1.4.2. Respiración y sintesls de ATP 

La respiración en las semillas maduras en el estado seco es extremadamente baja cuando 

se compara con semillas en desarrollo o en germinación. Durante la imbibición, la respiración 

se Incrementa con el grado de hidratación de los tejidos. En esta fase ocurre un incremento en 

el consumo de oxigeno y la concentración de ATP también aumenta, lo cual parece deberse a 

la hidratación y activación de las enzimas mitocondriales [6,7). 

1.4.3. Sintesis de RNA y proteinas 

La sinlesls de RNA es un evento temprano en la germinación )8). Las RNA polimerasas-



DNA dependientes no son enzimas llmitantes, ya que se han encontrado en trigo, cebada Y 

soya en cantidades suficientes para catallzar la slntesls de mRNA tan pronlo como se Inicia la 

germinación 171. 
El rápido aumenlo que ocurre en la síntesis de proteínas durante las primeras etapas de la 

germinación es un evento Independiente de la slntesrs de novo de RNA mensajero 191. En 

varias semillas de cereales se ha descrito la existencia de mensajeros almacenados 11 OI que 

se sintetizan durante la embriogénesrs, pero no se expre<an en ese período. Se ha sugerido 

que estos mensajes almacenados se requieren en las etapas tempranas de la germinación 

para una rápida reinfclacfón de la actividad metabólica 1111. 

Por otra parte, la síntesis de protelnas se restablece inmediatamente después de la 

Imbibición, por lo que es probable que todos ros factores necesarios para esta actividad ya se 

encuentren presentes en la semilla seca 1121. 

La estructuración de los ribosomas en polisomas es un indicio Importante de la sintesis de las 

proteinas. En la semilla seca, la cantidad de pollsomas es muy baja, pero conforme la 

germinación avanza, la cantidad aumenta notablemente en el embrión 113, 101. 

Durante la fase temprana de la germinación, la síntesis de proteínas puede llevarse a cabo 

en ausencia de sintesls de RNA [81, pero en los tiempos posteriores, la síntesis de proteínas 

depende de ros mensajes sintetizados de novo 1141, y el patrón cambia a otro cuya expresión 

puede ser bloqueado con tratamientos de «-amanilina 1151. 

1.5. Sintesis de DNA y división celular 

La síntesis de prolefnas y RNA se reinicia tan pronto como los tejidos se embeben, pero fa 

sintesfs replicaliva del DNA comienza más tarde. Este hecho se hace más evidente para la 

mayoría de las gramineas 116]. 

Se ha sugerido que la síntesis de DNA que se observa en las etapas tempranas de la 

germinación es el resullado de la replicación del DNA organelar [17] o de la reparación del 

DNA 118-221; estas dos posibilidades no son excluyentes 1231. La expansión de la radicula en 

la semlila ocurre lnlcfalmenta por elongación de las células, y su salida subsecuente a través 

de la cubierta de la semilla podria o no estar acompa~ada por división celular. La replicación 

del DNA celular es un requisito indispensable para que la división celular suceda 171; este 

proceso involucra la acción coordinada de múltiples actividades enzimáticas y factores 

protéicos. Un papel central en este evento es realizado por las DNA polimerasas, cuya función 

es asegurar la Incorporación de los 4 desoxinucleólidos (dAMP, dCMP, dGMP y dTMP) sobre 

un molde materno, de acuerdo a las reglas de apareamiento de Watson y Crick. En lodos los 

organismos eucariontes y procariontes estudiados se ha detectado actividad de DNA 

pollmerasa y aunque ras propiedades físicas, qufmlcas e inmunológicas varfan de especie a 
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especie, todas las ONA pollmerasas comparten las siguientes caracterlstlcas 1) Requieren de 

un cebador que proporcione un extremo 3'-0H, generalmente RNA, el cual es sintetizado por 

un Upo especial de RNA pollmerasa, denominada DNA primasa ii) Necesllan de un molde de 

ONA para la Incorporación de los nucleósidos monofosfalos 111) Polimerizan en dirección 5'->3' 

en la cadena patrón y lv) Requieren de un catión dlvalente: Mg++ o Mn++ [24). 

Sin embargo, poco se sabe de la regulación de la repllcaclón del ONA durante la 

germinación. Bewley y Black [7) sugieren que tanto la actividad como los niveles de ONA 

polimerasas pueden ser factores que conlrolen este proceso. 

El conocimiento que se tiene de la replicación del ONA y el papel que desempena la DNA 

primasa en este evenlo provienen del amplio estudio que se ha realizado en procariontes, 

eucariontes Inferiores y en células de animales; debido a ello se hará una breve descripción de 

las principales caracterlsticas de la ONA primase de dichos organismos, para luego concluir 

comparando con la Información disponible de células vegetales. 

1.6. Descubrimiento de que la slntesis de DNA comienza con un cebador de RNA (24) 

La primer evidencia de que el RNA participaba como cebador en la repllcaclón del ONA 

provino de estudios del mecanismo de Iniciación usando pequenos bacteriófagos de ONA 

cadena sencllla (ssONA), tales como el fago M13 y el Ff, con los cuales se demostró además 

que la Iniciación de la replicación se originaba con un cebador en una única posición. 

El esclarecimiento de los mecanismos de cebado del ONA con RNA en las cadenas de 

Iniciación de los bacteriofagos <j>X174, G4 y M13 ayudaron a revelar cómo la slntesis de las 

cadenas del cromosoma hospedero son Iniciadas, primero en el origen de replicación y 

posteriormente en las horqulllas de replicación. 

Inicialmente, estudios con los fagos M13, G4, $X174 y virus del polioma aportaron los más 

claros ejemplos de cebado del ONA con RNA. Debido a que esos pequenos virus dependen 

virtualmente de toda la maquinaria sintética de la célula receptora, las proteínas usadas en la 

replicación viral son las mismas que la célula usa para replicar su propio ONA. La 

demostración de que el RNA es el cebador en los fragmentos nacientes durante Ja replicación 

de la cadena dlsconlfnua in vivo se logró realizando estudios con E.co/i, fago T7, B. subtilis, 

SV40 y lfnfocitos. El cebado del ONA ulilizando RNA es el mecanismo que más uliliza la célula 

para la Iniciación de las cadenas del DNA [24) 



1.&.1. Relevancia de la fonnación del cebador durante la sintesis de DNA (24) 

Una de las reglas basicas de la replicación es que las DNA polimerasas no pueden 

comenzar la slntesls del DNA de novo, a menos que exista un dispositivo de cebado. Cada 

evento de Iniciación requiere de un cebador [ 24). 

Las polaridades de las dos cadenas ciel DNA dúplex y la exclusividad en la dirección de 

slntesls (5'-.3) del mismo por las DNA pol/merasas requiere de un mecanismo de replicación 

semldlscontlnuo. Dos diferentes modos de cebado pueden operar para la slntesis de la cadena 

continua (ilder), y la discontinua (retrasada). La cadena continua necesita solo un cebador, 

usualmente en o cerca del origen de replicación del cromosoma (la secuencia especial donde 

la replicación comienza). En contraste, la cadena discontinua debe ser cebada repetidamente 

para generar las cadenas nacientes pequenas (fragmentos de Okasakl), las cuales son de 

1,000 a 2,000 nucleótidos de longitud en procariontes. mientras que en eucariontes son de 100 

a 200 nucleótldos. Por to anterior, los mecanismos usados para el cebado de la slntesls de las 

dos cadenas podria diferir. 

Los posibles medios por los cuales se podria presentar el cebado para la cadena continua 

revelan un conjunto de mecanismos muy diverso (24): 

1) El cebador de RNA puede ser sintetizado por una ONA primasa o una RNA poilmerasa. 

11) Alternativamente, un cebador de ONA puede ser generado por alguno de los siguientes 

mecanismos adicionales: a) Una ruptura puede darse en un sitio especifico en el DNA duplex 

por una endonucleasa, b) Un extremo 3' OH terminal puede ser Introducido hacia un ONA 

dúplex por recombinación para generar una asa O (O-loop). la cual pueda ser elongada, c) Una 

estructura tallo-asa al final del genoma puede proveer un extremo 3 OH'. 

111) Un RNA preformado (tRNA), puede servir como cebador, como sucede en la iniciación de la 

replicación en algunos genomas retrovlrales. 

lv) El extremo 3' OH puede ser donado por una serina de una protelna especifica, 

mecanismo que utlllzan ciertos virus duplex lineares de B. subfills (~29), E:. coti (PRD1) y de 

C4!1ulas eucariontes (adenovirus). 

En contraste con los diferentes mecanismos de cebar el ONA para iniciar ta replicación de 

la cadena continua, los múltiples cebadores en la cadena discontinua son invariablemente 

fonmados por primasas especializadas para esta función. Además de su capacidad para cebar, 

las primases son parte Integral de la maquinaria de replicación (replisoma) del ONA. 

La razón por la que la célula utiliza RNA en lugar de ONA para comenzar la slntesis, podria 

ser porqué de esta manera se logra una total fidelidad en la replicación debido a que en o 

cerca del Inicio del origen de replicación, ta maquinaria dlsenada para construir ONA a prueba 

de errores y corrección de los mlsmJs puede no funcionar tan eficazmente como cuando lo 



hace durante la elongación de la cadena. Los RNA mensajeros son diseñados para ser 

transitorios, mientras que el DNA es esencialmente Imborrable. Entonces, el comienzo de una 

cadena marcada por un hlbrido RNA·DNA "extraño" puede ser Mci/mente reconocido y 

eliminado, seguido de una replicación a prueba de error [24J. 

1.7. DNA Prlmasa de E. cal/ (producto del gen dnaG) (24[. 

La DNA primase de E.co/i es codificada por el locus dnaG, es una enzima esencial para la 

replicación del DNA. Estudios de mutantes dnaG Indican que la primasa participa en la 

Iniciación de la síntesis de los fragmentos de Okasakl y en Ja replicación de varios 

cromosomas collfágicos, tales como $X174, T4 y fagos similares al G4. In vitro, la primasa 

sintetiza pequeños cebadores de RNA o híbridos RNA-DNA en ssDNA, es una enzima 

monomérica y ha sido purificada a homogeneidad. El gene dnaG ha sido clonado, la secuencia 

determinada y la enzima sobreexpresada por técnicas de DNA recombinante. 

La conversión del cromosoma ssDNA del fago G4 (molde que tiene los requerimientos més 

simples para medir actividad de ONA primasa), a Ja forma repllcativa (DNA duplex), provee un 

ensayo directo de Ja función de primasa in vi/ro, ya que es una reacción que requiere de SSB, 

los 4 rNTPs y Mg++; en esle molde, ra primasa sintetiza un cebador único de RNA de 28 

nucleótldos de longi!Ud en el origen de Ja cadena complementaria del fago G4. La DNA 

pollmerasa 111 holoenzlma, en una manera dependiente de ATP se une al molde (previamente 

cebado), y extiende procesivamente el cebador a la forma repllcatlva. Bajo condiciones que 

permiten tanto la síntesis del cebador como la subsecuente sintesls de DNA del ssDNA del G4 

(reacción acoplada de síntesis de DNA), el cebador podría ser de soro 2 ribonucleótldos 

permitiendo así a la DNA pollmerasa que reconozca el extremo 3'-0H y comience a sintetizar 

el DNA. La relatlva simplicidad para estudiar la replicación del fago G4 in vitro lo hacen un 

sistema atractivo para estudiar los mecanismos de acción de la primasa.[24J. 

En la replicación de la mayoría de los moldes colifllgicos, la primasa actua en coordinación 

con otros factores protélcos: la Interacción con la proteína DnaB (helicasa), es esencial para el 

cebado de la mayoría de los moldes. Para que la primasa actúe en el molde de $X174, todavía 

més proteínas son requeridas: OnaC, OnaT, PriA y PriC; todos estos factores y el ATP se 

ensamblan en un complejo multlprotélco (el primosoma), sobre el DNA, permitiendo el 

subsecuente cebado por la primase. Hasta la fecha no se sabe con certeza cuales factores 

permanecen establemente unidos ar ONA y cual es su función especifica durante el cebado. 

Un anélisls detallado del sitio de origen del G4 y de otros sitios donde se inicia el cebado 

podrian proveer pistas para entender como ra DNA primasa reconoce el DNA. 



La secuencia esencial, determinante en el origen de G4 es la que se localiza adyacente al 

sitio de Iniciación del RNA cebador (ver tabla 1). Los nucleótidos 3'·GTC son requeridos en el 

origen para la Iniciación del cebador de RNA (S'·AG), complementaria al TC. 

Tabla l. secuencias consenso de sitios de origen de dlferenles bacteriófagos y plásmldos [24J. 

Molde 

G4 

St-1, ~K,a3 

R100 

R1 

Ff6 

RBKorici 

Secuencia 

RNA DNA 

pppA G • 

-11 -1+1 

AAACGTCATCCCTGCCGCCG 

AATCGTCCTCCCTTCCGCCG 

GACCGTCCCGACCCCCTACG 

GACCGTCCCCGACCCCTACC 

GACCGTCCTCCGACGCGTCA 

GACCGTCCCCCGCGTTCGCG 

SICuencll de moldes de ONA cadena sencilla alrededor del sitio de Inicio y en el punto de 1r1nsicl6n RNA·DNA de Jos 
ctbedocet. 1lnttllzldol por Ja pr1ma11. 

La replicación de la cadena conlinua del plásmldo R1 es cebada solamente por la primase 

de E. col/. La cadena nacienle continua, tiene un único extremo 5' terminal que se Inicia en un 

solo sitio de aproximadamente 380 pb hacia abajo del origen. Esta secuencia es 

funcionalmente análoga al origen de replicación del fago G4. Secuencias similares han sido 

detectadas en los plésmldos R100, RBK y ~. indicando que la secuencia especifica de 

reconocimiento por la DNA primasa es más común de lo que se habla creldo en estudios 

anteriores. 

La homologla entre diferentes lagos de cadena sencilla y secuencias derivadas de 

plésmldos esté restringida a una región adyacente al sitio de Inicio de slntesls de RNA (ver 

tabla 1). 

La secuencia 3'GTC es1é presente en el silla de Inicio del cebador y varios residuos A y e 

estan similarmente localizados hacia arriba del origen. 
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La preferencia de la primasa por las secuencia 3'-GTC en el molde es también aparente 

cuando ésta es activada por la protelna OnaB. Ouranle la replicación del cromosoma de E. col/ 

In vivo se slnletlzan cebadores de 11±1 nucleólidos de longitud, los que comienzan con una 

purina, siendo A 5 veces más lrecuentemenle usada que G, el segundo nucleótldo es 

comunmente también una purina. De los cebadores aislados, el 50% comienza con pppApG en 

su extremo 5' térmlnal, el complemento TC en la senal 3'-GTC (ver tabla 1). 

La longitud de los cebadores (11±1 nucleótldo), se asemeja en tamano a los sintetizados 

por la primasa de eucariontes (ver sección 1. 7) 

1.7.1. Ptimosomas de E. col/ 

La primasa de E. cotl raramente actúa sola in vivo, generalmente se agrupa con la protelna 

multlfunclonal OnaB en la slnlesis de cebadores para comenzar la slnlesls de la cadena 

complemenlaria. El ensamblaje del complejo OnaB-primasa en el molde, ya sea ssDNA, 

cubierto con SSB o ONA duplex (e.g. pBR322 o el cromosoma de E.co/1) requiere de prolelnas 

adicionales "precebadoras" [24). 

1.1. DNA Ptimasa de eucarlontes (24) 

En eucariontes, la actividad de primase es comunmente un componente de la ONA 

polimerasa a, enzima nuclear responsable de la replicación del cromosoma. La relativa baja 

proceslvldad de la polimerasa, además de la actividad de primase que contiene asociada, la 

hacen un candidato plausible para la slnlesis de la cadena disconllnua durante la replicación 

del DNA duplex. La ONA polimerasa 6, que es muy procesiva en presencia del factor PCNA y 

que carece de actividad de ONA primasa, puede ser responsable de la sínlesis de la cadena 

continua. 

La polimerasa a ha sido purificada de muchas fuentes, incluyendo células de levadura y de 

humano y eslá compuesta de 4 subunldades; la de mayor peso molecular ('=180 kOa) tiene la 

actividad de DNA polimerasa, mientras que las dos subunidades más pequenas (•60 y 50 kDa) 

están asociadas con la actividad de primasa, existe una cuarta protelna de .,70 kDa que no 

tiene actividad calallllca, pero que probablemente actúa en el anclaje del complejo al ONA 

[25}. La actividad de primasa de las subunldades pequenas es evidente cuando están 

formando parte del complejo pollmerasa-primasa y también cuando están separadas de los 

pollpéptldos de 180 y 70 kDa. Las proteínas de 60 y 50 Kda parecen funcionar como unidad y 

no ha sido posible separar una de otra bajo condiciones que permitan que la actividad de 

JO 
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prlmasa se mantenga. su coeficiente de sedimentación es consistente con un heterodlmero de 

110 kDa y son copreclpltadas por un anticuerpo dirlgldo contra et polipéptldo más pequeno. 

Mientras que el sitio de unión a rNTPs reside especiflcamente en la protelna de 50 kDa, 

análogos de ATP marcan ambas protelnas con eficiencia similar, lo que Indica que ambas 

protelnas participan en la slntesls del cebador. Los genes que codlllcan para ambas protelnas 

en levadura y ratón han sido clonados y secuenciados. La comparación de éstos Indica que ta 

secuencia primaria de aminoácidos ha sido altamente conservada durante la evolución. 

Experimentos de Interrupción génica en los genes pri1 y pri2 (que cOdifican para las 

subunidades de 58 y 48 kDa respectivamente en levadura). han demostrado que estas 

mutaciones son letales (26-28). A pesar de la homologla de los pollpéptldos de primase en 

levadura y ratón, estudios de complementación in vivo demostraron que ninguna de las dos 

subunldades silvestres de ratón son capaces de rescatar el fenotipo causado por mutaciones 

letales o temperatura-sensible en el gen pri1 o pri2 de levadura, indicando que estas protelnas 

(aún cuando son estructural y funcionalmente muy similares), podrlan estar involucradas en 

Interacciones especificas de especie durante la replicación del DNA (29). Los genes que 

codifican para las subunidades de ta primasa en levadura están presentes como copla única y 

son esenciales. 

La prlmasa de D. melanogaster sintetiza oligonucleótidos de diferente longitud: 12±2 

nucleótldos, ya sea sola o como parte del complejo pollmerasa-primasa, mientras que las 

prlmasas de levadura y ratón sintetizan ollgonucleótldos de 8-12 nucieótidos. cuando la 

slntesls de DNA es bloqueada, ya sea por la ausencia de dNTPs o de la pollmerasa, se 

generan multlmeros de longitud caracteristlca (e.g. 24,36 unidades). La slntesis de multimeros 

(al menos para la prlmasa de levadura) requiere de la disociación y re-unión de la protelna al 

molde, seguido de una segunda ronda de slntesis de monómeros. Esto parece indicar que la 

DNA primase de eucarlontes, a diferencia de i• de procariontes, ·cuenta" la longitud del primer. 

más que reconocer una secuencia especifica del DNA (24 J. 
Los cebadores son Iniciados con una purina, la Km para esos sustratos es alta, variando de 

1 a 5 mM para ATP y y cerca de 1 O veces menos para GTP; el ATP es usado cerca de 4 

veces més comunmente que el GTP, pero esta prererencia es influenciada por la 

concentración de los diferentes NTPs y de la secuencia del molde. La mayorla de las primases 

pueden usar dNTPs en lugar de rNTPs en todas las posiciones, excepto en la posición Inicial 

(24). 

1.1. Requerimientos para medir actividad de DNA primasa. 

Generalmente, la actividad de DNA primasa es ensayada bajo condiciones diferentes a las 

de DNA pollmerasa 11.. La fuerza iónlca que requiere la primasa es generalmente menor que la 

11 
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que requiere la polimerasa. El molde sintético preferido por la primasa es poli-dC (30,31], 

seguido por poli·dT (32-34]. Poli·dG y poli-dA no son reconocidos por el complejo pollmerasa

primasa (35,36]. Holmes et al. (37] sintetizaron moldes de composición definida utilizando 

desoxinucleolidli transferasa terminal en los cuales se a~adia oiigo-dC u ollgo-dT de longitudes 

variables, covalentemente unidas al extremo 5'0H terminal de poli-dA o poli-di 

respectivamente. Dado que el complejo polimerasa-primasa no se une ni a poii-dA ni a poli-di, 

el oligo-dC y el oligo-dT representan la ünlca parte relevante del molde para la unión del 

complejo polimerasa-primasa con el DNA. De esta forma, los autores pudieron definir la 

longitud mlnlma requerida de oligo-dC u ollgo-dT para ser aceptada como sitio de iniciación; el 

complejo polimerasa-primasa requiere de al menos un oligo-dT de 4 nucleótldos unido 

covalentemente al poli-di, mientras que requiere de un oligo-dC de al menos 8 residuos de 

longllud. 

La afidicoiina, inhlbidor compelillvo (por dCTP) de la DNA poiimerasa" [38-40], tiene poco 

efecto inhibitorio en la incorporación de rNTPs en la reacción de cebado. Por otro lado, la 

actividad de primasa es muy sensible a NEM (41.29,3740). La adición de dNTPs en la mezcla 

de reacción reduce la incorporación de rNTPs por el complejo polimerasa-primasa en un 50% 

(41]. Ocasionalmente, dNMPs pueden ser incorporados en lugar de rNMPs en reacciones In 

v/tro cuando el ribonucteótido necesario está ausente (41,42). 

1.9. DNA primasa de plantas. 

El estudio que se tiene sobre DNA primasas de plantas es muy pobre todavia; sin embargo, 

los pocos reportes que existen a la fecha Indican que éstas tienen bastante similitud con las de 

su contraparte animal. 

El primer estudio que se publicó sobre DNA primasa de vegetales fue el de Graveiine et al. 

en 1984 (43], quienes reportaron el aislamiento de una primasa de trigo que coeluia con una 

DNA polimerasa tipo y de animales, de peso molecular ca. de 90 kDa y un coeficiente de 

sedimentación de SS; la enzima no era inhibida por afidicolina y utilizaba como molde poli-dT y 

DNA cadena sencilla de fago M13; no utilizaba poli-dC. poll-dA ni poli-dG. Posteriormente, 

Laquel et al. (44) obtuvieron una preparación homogenea de la enzima y la caracterizaron: las 

mejores condiciones para el ensayo de primasa se obluvieron a una concenlraclón de 1 .. 5 mM 

de Mg++, 0-15 mM de KCI, 0.2 mM de Mn++, pH 8.0 y temperatura de 37 ºC. 

Otro de los sistemas vegetales donde se ha detectado actividad de primasa ha sido en 

cloroplastos de chlcharo [45); ésta presenta un peso molecular de 115-120 Kda, tiene afinidad 

por los moldes poli-dC, polJ-dT y DNA cadena sencilla del fago M13, pero no tiene afinidad por 

los moldes de poli dA ni de poli dG. Las mejores condiciones para el ensayo se obtuvieron 

12 
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utilizando una concentración de 8-12 mM de Mg++, pH 8.0, NaCI 25-75 mM, no es Inhibida por 

afidicollna y si por NEM. 

Recientemente se ha reportado en chlcharo una actividad de ONA primasa asociada a una 

DNA pollmerasa de allo peso molecular tipo " que coeluye a través de diferentes pasos 

cromatogréficos; sin embargo, esta actividad no rue caracterizada [48). 

Hasta la lecha y en una revisión exhaustiva no se logró obtener més lnlormaclón acerca de 

primasas en sistemas vegetales, lo que indica que se realiza una escasa Investigación en esta 

érea. 

13 
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2. Antecedentes experimentales. 

En nuestro laboratorio, trabajando con semillas de malz se han encontrado varias enzimas 

que participan en la replicación del DNA: DNA topolsomerasas (47), ONA llgasa (48) y DNA 

pollmerasas (49,50). 

Existen ar menos tres actividades de DNA pollmerasa en extractos protélcos de ejes 

embrionarios de malz a las 24 horas de germinación (50), las cuales se nombraron como ONA 

pollmerasas 1, 2 y 3 de acuerdo al orden de elución en una cromatografia en DEAE-Celulosa. 

La DNA pollmerasa 2 (enzima que se estudió en el presente trabajo), ha sido purificada y 

presentó las siguientes caracterlslicas: la actividad de DNA polimerasa se encuentra presente 

en un COJ!'plejo mulllproteico de alto peso molecular, la Km para ros diferentes dNTPs es 

similar a la reportada para otras ONA polimerasas Upo a, la actividad se Incrementa hasta 2 

ordenes de magnitud entre las o y las 24 horas de germinación (50), el cambio en la actividad 

no se debe ni a variaciones en la cantidad del complejo multiproteico ni de las subunldades 

que la componen (51). Anticuerpos pollclonales dirigidos contra la DNA pollmerasa de ternera 

reconocen principalmente subunidades de 90 y 83 kOa (50), anticuerpos dirigidos contra el 

complejo de la DNA pollmerasa 2 de malz reconocen bandas de 90, 83, 70, 60, 55, 45 y 24 

Kda (52). Estas caracteristlcas han sugerido que la DNA pollmerasa 2 es una DNA pollmerasa 

tipo a (50,52). 

14 
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3. Hipótesis 
con base en Jos antecedentes presentados, se establece Ja hipótesis de que Ja DNA 

pollmerasa repllcativa tipo a de malz contiene asociada una actividad de DNA primase. 

4. Objetivo General 

·Demostrar la existencia de una DNA primasa asociada a Ja DNA pollmerasa 2 de malz. 

4.1. Objetivos particulares 
a) Montar el ensayo que permita determinar si existe actividad de DNA primasa asociada a ta 

DNA pollmerasa 2 de malz y en su caso: 

b) Caracterizarla 

e) Compararla con DNA primases de otros sistemas vegetales y animales 

IS 
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5. Material y Métodos 
11.1. Material biológico 

Las semillas de malz, variedad chalqueno ulllizadas en este trabajo fueron obtenidas 

directamente de un agricultor del Valle de Chalco y presentaron un viabilidad mayor del 95%. 

11.2. Soluciones amortiguadoras y reactivo• 

11.2.1. Solución amortiguadora para Imbibición de ejes embrionarios 

Trls-HCI pH7.4 50 mM 

Cloruro de potasio 

Cloruro de magnesio 

Sacarosa 

Cloranfenlcol 

50mM 

10mM 

2% 

10µM 

11.2.2. Solución amortiguadora para homogenar ejes embrionarios 

Tris-HCI pH 7.6 40 mM 

KH,P04 pH7.6 40mM 

Cloruro de potasio 15mM 

2-mercaptoetanol 1mM 

Sacarosa 250mM 

TPCK 75 µM 

Benzamldlna 10mM 

OTI 50 µg/ml 

5.2.3. Soluciones amortiguadoras utilizadas en la purificación de la pollmerasa-prlmasa 

5.2.3.1. Solución amortiguadora A 

K2HP04 40 mM 

EOTA 1 mM 

Glicerol 20% 

2-mercaptoetanol 1mM 

TPCK 50 µM 

Benzamldina 1mM 

OTI 10 µg/ml 

16 



5.2.3.2. Solución amortiguadora B 

Igual que 5.3.1., excepto que la concentración de fosfalos es de 400 mM. 

5.2.3.3. Soluclón amortiguadora C 

Igual que 5.3.1., excepto que esta solución contiene una concentración de NaCt 150 mM. 

5.2.3.4. Solución amortiguadora D 

Igual que 5.3.1., excepto que esta solución contiene una concentracion de NaCJ 1.5 M. 

5.2.3.5. Solución amortiguadora E 

Igual que 5.3.1., excepto que esta solución contiene una concentración de NaCI 50 mM. 

5.2.3.6. Solución amortiguadora F 

Tris-HCI pH 7.4 

NaCI 

EDTA 

Glicerol 

TPCK 

Benzamldlna 

OTI 

2-mercaptoetanol 

5.2.3.7. Solución amortiguadora G 

20mM 

50mM 

1mM 

30% 

50µM 

1mM 

10µg/ml 

1mM 

Igual que 5.3.6., excepto que la concentración de NaCI es de 1.5 M 

17 

5.2.4. Solución amortiguadora para activación de DNA de atto peso molecular de limo de 

te mera 

Tris-HCI 

MgCl2 

BSA 

DNA de timo de ternera 

17 

pH7.4 10mM 

50µM 

0.5 mg/ml 

O.Smg/ml 



5.2.5. Mezcla de reacción para el ensayo de DNA polimeraH 

Tris-HCI pH 7.4 50 mM 

~I 15mM 

MgCl2 8mM 

dATP 0.1mM 

dCTP 0.1 Mm 

dGTP 0.1 mM 

Glicerol 5% 

2·mercaptoetanol 0.4mM 

ONA activado 10µglml 

ATP 1mM 

(metll-3H}TTP (57Cilmmol) 5µCilml 

5.2.6. Mezcla de reacción para et ensayo de DNA primase 

5.2.6.1. Utilizando poli-dT como molde 

s.2.a.1.1. Solución amortiguadora para la slntesls del cebador 

Trls-HCI pH 8.2 50 mM 

MgCI, 8mM 

KCI 15mM 

Glicerol 

2 mercaptoelanol 

poll-dT 

ATP 

5% 

1mM 

0.12 A,ro nmlml 

1mM 

5.2.6.1.2. Complemento para la slntesis de DNA 

[a·32P}-dATP (3.7XI0-4 GBqlml) 10 µCllml 

DNA poi I de E.col/ 20 utml 

5.2.6.2. Utilizando ssDNA M13 mpl(+} 

5.2.6.2.1. Solución amortiguadora para la slntesls del cebador 

Tris-HCI pH 7 .6 50 mM 

MgCl2 

KCI 

Glicerol 

18 

8mM 

15mM 

5% 
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2-mercaptoetanol 1mM 

ATP 1mM 

CTP 0.25mM 

GTP 0.25mM 

UTP 0.25mM 

ssONA M13 mp8 (+) 1 µg/ml 

5.2.8.2.2. Complemento pira la slntHI• de DNA 

(melli·3H¡. TTP (57 Cl/mmol) 25µCl/ml 

dATP 0.25mM 

dCTP 

dGTP 

ONA poi 1 de E.coli 

5.2.7. Liquido de centelleo 

0.25mM 

0.25mM 

20u/ml 

2,2'·p-fenllen-bls(5·fenlloxazolJ (POPOP) 0.1 g 

2,5-dlfenlloxazol (PPO) 5 g 

Tolueno c.b.p. 1 11 

5.2.8. Reactivos para el gel de pollacrilamlda al 6%, urea 7M 

Acrilamlda (6% T 2. 7Bls) 

Tris-boralo 

EOTA 

Urea 

pH 8.3 100mM 

2mM 

7M 

5.2.9. Solución amortiguadora para aplicar la muestra de ácidos nucleicos 

Azul de bromofenol 0.25% w/v 

Xlien clanol 

Glicerol 

Formamida 

5.3. M"odos 

5.3.1. Preparación de protamina 

0.25% w/v 

50% 

c.b.p 100 mi 

19 

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

agua, se le adiciona suficiente HCI 6N hasta oblener un pH de 7.8, se alora a 100 mi con agua 

desionlzada. 
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5.3.2. Preparación de resinas 

5.3.2.1. Dietilaminoetil-celuiosa (DEAE-ceiulosa) Sigma Ca. 

Se coloca un g de DEAE-celulosa en 75 mi de HCI 0.5 N agllando suavemenle duranle 45 

mlnulos a fnlervalos de 15 mlnulos. La resina se colecta por fillraclón al vacio lavándola con 

agua desionlzada hasta llegar a pH 4.0 (sin permitir que la resina se seque). Posterlormenle se 

agrega a ta resina un volumen de 75 mi de KOH 0.5 N, se agfla suavemenle duranle 45 

mlnulos a Intervalos de 15 minulos y se lava con agua deslonizada hasla llegar a pH 8.0, se 

resuspende en BO mi de KCI 50 mM y se lleva a pH de 7.2 con HCI 50 mM. Se agila 

suavemenle durante una hora, a intervalos de 15 mlnulos. Se relltula a pH 7.2 y se decanta 

eliminando los finos y materia particulada. La resina se resuspende en solución amortiguadora 

A (5.2.1) y se equilibra con 10 volúmenes de la misma. 

5.3.2.2.Heparina sefarosa (Phannacia BioTech) 

Se hidrata un g de la resina en 50 mi de agua deslonizada durante 30 minutos, se decanta 

eliminando los finos y materia particulada, se monta la columna y se equilibra con 10 

volúmenes de la solución amortiguadora e (5.2.3.). 

S.3.2.3. Superdex 200 (Phannacla BloTech) 

Esta resina se suministró ya empacada por el proveedor y solo se equilibró con 3 

volúmenes de cama de solución amortiguadora E (5.2.5). 

S.3.2.4. Mono Q HR S/5 

Esta resina se suministró ya empacada por el proveedor, solo se equilibró con 10 volúmenes 

de cama de solución amortiguadora F (5.2.6.). 

5.3.3. Imbibición de ejes embrionarios. 

Ejes embrionarios lnlegros de las semillas de malz fueron obtenidos manualmenle (10 g 

peso seco), los cuales se deslnfestaron con 30 mi de hlpoclorilo de sodio al 0.1% durante 5 

minutos, posteriormenle se enjuagaron con suficiente agua desionlzada esteril, se secaron con 

un papel filtro estéril y se les colocó entre 2 discos de papel filtro Whatman·# 1 en cajas petri, 

a manera de que quedara una capa homogénea. Se les colocó solución amortiguadora (5.2.1), 

a manera de que los discos de papel quedaran perfectamenle humedecidos. La Incubación se 

llevó a cabo en una eslufa regulada a 25 ºe duranle 24 horas. 

20 



21 

Al finalizar el tiempo de Incubación los ejes embrionarios se procesaron de Inmediato para 

obtener el extracto celular. 

5.3.4. Obtención del extracto celular 

Todas las operaciones en el proceso de purificación se realizaron a 4 ºe en presencia de 

los lnhlbldores de proteasas recién preparado;. 

Los ejes embebidos durante 24 horas fueron resuspendidos en 2.5 volúmenes (relación 

peso fresco de ejes a volumen de solución), de solución amortiguadora de homogeneización 

(5.2.2). Se homogenaron 2 veces por 30 segundos a méxima velocidad cada vez en un 

polilron PCU·2. El extracto se centrifugó a 7,500 x g durante 15 minutos. La pastilla obtenida 

de ésta primera centrilugaclón fué resuspendlda en 1.5 volúmenes de solución amortiguadora 

de homogeneización y se volvió a homogenar en el mismo politron en las condiciones antes 

descritas. Se centrilugó a 7,500 x g durante 15 minutos, el sobrenadante obtenido de esta 

segunda centrilugaclón se mezcló con la anterior y a esta mezcla se le volvió a centrirugar a 

11,500 x g durante 15 minutos. El sobrenadante total obtenido se centrilugó a 100, 000 x g 

durante 2112 horas. La pastilla se desechó y al sobrenadante se le adicionó lentamente 10 µl/ml 

de una solución de protamina al 10% para precipitar los ácidos nucleicos, la suspensión 

resuilante se aglló durante 30 minutos y el precipitado se colectó centrirugando a 11,500 x g. 

La pastilla se desechó y el sobrenadante fué utilizado como ruente enzimática para los pasos 

posteriores de purificación (Fracción 1). 

5.3.5. Activación del DNA de alto peso molecular 

Se hicieron reaccionar 0.5 mg de DNA timo de ternera (previamente dlsuello en solución 

amortiguadora para activación del DNA; 5.2.4),con 0.01 mg mg de DNasa 1 (Sigma Ca.). se 

Incubó durante 15 minutos a 37 ºC y posteriormente la DNasa se desnaturalizó calentando a 

77 ºe durante 5 minutos; finalmente se pasó a un bano de hielo. Este DNA activado rue 

utilizado posteriormente como molde para la Incorporación de los dNTPs en la mezcla de 

reacción para el ensayo de la DNA pollmerasa (5.2.5). 

5.3.11. Determinación de actividad de la DNA polimerasa 

La actividad de ta DNA polimerasa fué ensayada en un volumen llnal de 100 µI, en un tubo 

de ensaye de 12X75 mm que contenla la mezcla de reacción (5.5) y 20 µI del extracto crudo o 

de las rracclones de los dllerentes pasos cromatográficos. Los ensayos se realizaron a 37 ºe 

durante 30 minutos. La reacción se detuvó agregando 100 µI de una solución stock de 2 mglml 

de DNA de esperma de arenque (Sigma Co.). y 3 mi de TCA al 10%. Los tubos se colocaron 

en hielo durante 30 minutos y la radiactividad Insoluble en TCA se colectó filtrando al vaclo en 

filtros de fibra de vidrio Whatman GFIC. Los filtros se lavaron con 5 mi de TCA al 10% y luego 
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con 5 mi de etanol at 96%. Los filtros se secaron perfectamente en una estufa a 65 ºC durante 

20 minutos y se transfirieron a frascos viales que contenlan 5 mi de liquido de centelleo 

(5.6.3). La cantidad de radiactividad se determinó en un contador de centelleo Beckman 

LS60001C. 

Una unidad de actividad enzimática de DNA polimerasa fué deOnlda como un pmol de 

desoxltlmldlna monofosfato Incorporada a 37 ºe durante 30 minutos. 

5.3.7. Detennlnaclón de ta actividad de DNA primasa utitlzando pofl-<IT como molde 

5.3.7.1. Slnte1l1 del cebador 

La determinación Indirecta de la actividad de DNA primasa fué adaptada a partir de la 

reportada por Laque! el al (44]. lnlclalmente, el ensayo fue efectuado en las mismas 

condiciones en las que se determinó la actividad de DNA polimerasa (ver 6.2.6). Finalmente, 

el ensayo se efectuó en un volumen final de 50 µI en un tubo eppendorf en la mezcla de 

reacción que se Indica en el punto 5.6.1.1, se agregaron 2.5·5.0 µg de proteina por ensayo, 

prelncubando durante 15 minutos a 37 ºC. la reacción de cebado se detuvo agregando NEM a 

una concentración final de 5 mM o calentando la mezcla a 85 ºe durante 5 minutos y 

posteriormente se dejó enfriar lentamente a temperatura ambiente durante 10-15 minutos. 

5.3.7.2. Slntesls de ONA 

La slntesls de DNA se Inició al agregar la solución 5.6.1.2 (DNA poi 1 de E.coli + [a·"P¡. 

dATP) a la solución anterior, se Incubó a 37 ºe durante 45 minutos. La reacción se detuvó 

agregando 50 µI de un stock 2 mg/ml de DNA de esperma de arenque y 1 mi de TCA al 10%. 

El precipitado fué fillrado en fillros de fibra de vidrio Whatman GF/C, lavados con 5 mi de TCA 

al 10% y finalmente con 5 mi de etanol al 98%. Los filtros fueron secados y la radioactividad 

detennlnada como se indica en el ensayo descrito para la DNA polimerasa. 

5.3.8. Detennlnaclón de la actividad de DNA prlmasa ulillzando SIONA M13mp8 (+)como 

molde 

5.3.8.1. Slntesls del cebador 

La reacción fue adaptada a partir de Ja reportada por Laquel et al [44]. El ensayo se efectuó en 

un volumen final de 25 µI en la mezcla de reacción que se Indica en el punto 5.6.2.1, se 

agregaron ~2 µg de protelna por ensayo y se preincubó a 37 ºe durante 30 minutos 

5.3.8.2 Slntesls de DNA 

La slntesls de DNA se originó al agregar la solución 5.6.2.2 a la solución anlerior, se incubó 

30 minutos a 37 ºc. La reacción se detuvo agregando 50 µI de un stock 2 mg/ml de ONA de 

esperma de arenque y 1 mi de TCA al 10%. El precipitado fué filtrado en filtros de libra de 
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vidrio Whalman GF/C, lavado con 5 mi de TCA al 10% y flnalmenle con 5 mi de elanol al 

96%. Los fillros fueron secados y la radlacllvidad delermlnada como se Indica en el ensayo 

descrilo para la DNA polimerasa. 

5.3.9. Electroforesis de productos sintellzodos por la DNA poi I de E.col/, teniendo como 

molde pollodT. 

La reacción para delerminar la actividad de DNA primasa se realizó como se menciona en 

el punlo 5.3.7., exceplo que la reacción de slnlesls de DNA se deluvo agregando EDTA a una 

concentración final de 20 mM. Las prolelnas se extrajeron con 1 volumen de 

fenol:cloroformo:alcohol lsoamlllco (25:24:1). Los ácidos nucleicos fueron precipitados a -20 ºC 

con 2 volúmenes de elanol absolulo en presencia de 0.1 volúmenes de acelalo de sodio 3 M y 

mantenidos 30 minulos a -70 ºC. Poslerionnenle la muestra se centrllugó durante 15 minutos a 

12,000 rpm en una mlcrocenlriruga. La pastilla se secó y fué redisuella en la solución 

amortiguadora 5.2.9. Los ácidos nucleicos ruaron desnaturalizados a 85 ºC duran1e 3 minutos y 

las muestras se aplicaron a un gel de poliacrilamlda al 6% (5.2.6.). Las dimensiones del gel 

fueron de 36 cm de largo, 40 cm de ancho y 0.4 mm de grosor. La electrororesis se llevó a 

cabo a 1,200 V duranle 2 horas. Después de remover una de las placas del gel, éste fué 

adherido a un papel fillro Whatman # 1 para removerlo de la, otra placa de vidrio, 

posteriormente fué secado y expuesto a una pellcula para aulorradlogralía (Rellectlon NEF-

495, DUPONT) en una pantalla amplificadora a -70 ºC 

5.4. Caracterización de la DNA prlmasa 

La actividad de la DNA primasa (Fracción 111) se ensayó en la ronna descrila en el punto 

5.3.7., variando las condiciones yto las concentraciones descritas a conllnuación. 

5.4.1. Temperatura 

El complejo pollmerasa-prlmasa fué preincubado a 4, 10, 25, 30, 37, 45 y 52 ºe por 15 

minutos, posteriormente se anadió [ct-37P}-dATP, NEM y DNA poi 1 de E. col/; la reacción de 

slnlesis de DNA se realizó duranle 45 minulos a 37 'C y se deluvo como se indica en el punlo 

5.3.7.2. 

5.4.2. Magnesio. 

El complejo pollmerasa-primasa fue prelncubado en presencia de o. 2.5, a. 12. 16 y 20 mM 

de Mg++. Después de la prelncubaclón se inactivó a la polimerasa-primasa desnaluralizándola 

a 85 ºe por 5 mlnulos La concenlración de Mg++ se ajustó a 8 mM (con EDTA cuando la 
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prelncubeclón se efectuó a 12, 16 y 20 mM), con el objeto de que durante la posterior 

Incubación con Poi I, esta trabajara a la misma concentración de Mg++ en todos los casos. 

Para descartar cualquier posible artefacto, se efectuó un control con DNA poi 1 utilizando poli· 

dT cebado con ollgo[dAJa en presencia de a y 20 mM de Mg++ (éste último en presencia de 

EDTA 6 mM). Después de ajustar la concentración de Mg++ se procedió como se indica en el 

punto 5.3.7.2. 

11.4.3. M1nganeao 

El complejo polimeresa-primase fue preincubado en presencia de O, 0.05, 0.1, 0.2. 0.4, O.a, 

1.5 y 3 mM de Mn++. La reacción de cebado se detuvo como se Indica en el punto anterior y 

posteriormente se agregó Mg++ a una concentración final de a mM. Para descartar cualquier 

posible efecto artificial, se efectuó un control con DNA poi 1 utilizando poli-dT cebado con 

ollgo[dA)a en presencia de les diferentes concentraciones de Mn++ y Mg++ a mM. La reacción 

de slnlesls de DNA se Inició el agregar DNA poi I + [u·"PJ-dATP. posteriormente la reacción 

continuó como se Indica en el punto 5.3. 7.2. 

11.4.4. Cloruro da potasio 

El complejo pollmerasa-primasa fue preincubado en presencia de O, 7.5, 15, 20, 25, 50 y 

150 mM de KCI. La reacción de cebado se detuvo como se Indica en el punto anterior. La 

reacción de slnlesls de DNA se Inició al agregar DNA poi 1 + [cx·"PJ-dATP, posteriormente la 

reacción continuó como se Indica en el punto 5.3. 7.2. Para observar el efecto del KCI sobre la 

DNA poi 1 se tuvo como control a le actividad que presentaba con poli-dT cebado con aligo· 

[dAJa e les concentraciones de KCI senaladas. 

11.4.11.pH 

El complejo pollmerasa-primasa fue prelncubado variando los valores de pH, usando 

diferentes amortiguadores a una concentración final de 1 O mM. Pera los pHs 5.5, e.o, e.5 se 

utilizó MES, pera los pHs de 6.5, 7.0 y 7.5 Bis-Tris, pera los pHs de 7.5, a.o. a.5 y 9.0 se utilizó 

Tris-HCI. Después de la prelncubación e lnactiveción de la enzima. se agregó Tris-HCI pH 7.6 

a una concentración final de 100 mM y el ensayo continuó como se indica en el punto 5.3.7.2. 
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6. Resultados 
Para comprobar la hipótesis de que la DNA pollmerasa 2 podrla tener asociada una 

actividad de primasa se tenla necesariamente que montar el ensayo para detectarla. La DNA 

po/lmerasa 2 ull/lzada fué la proveniente de las fracciones con acllvldad de Heparlna sefarosa 

(,.2,000 veces de purificación). A conllnuaclón se muestran los resullados que se obtuvieron 

ullllzando diferentes moldes para la DNA primasa. 

8.1. Determinación de tas condiciones necesarias para medir actividad de DNA primasa. 

6.1.1 Utilizando el molde de ssDNA M13mp8 (+) 

El ensayo para determinar ac/lvldad de DNA primasa requiere básicamente de un molde de 

DNA cadena sencilla. ya sea nalural o artificial. El DNA del fago M13 de cadena sencilla(+) es 

uno de los moldes naturales que más ha sido utilizado (30,32,53J; en el presenle trabajo 

también se utilizó este molde según se Indica en Material y Métodos. Como se puede observar 

en la tabla 2, existe Incorporación de [metil-3H~dTMP duranle la replicatión del molde de DNA 

cadena sencilla cuando se agrega solamente la fracción de Heparina sefarosa que contiene 

actividad de DNA po/lmerasa (FHS); sin embargo, en un ensayo por separado, cuando se 

agregó DNA polimerasa 1 de E. coli (Poi 1) a la mezcla de reacción (sin fracción prolélca de 

malz), se observó una Incorporación mayor a la que efectuó la fracción FHS (DNA po/lmerasa 

endógena), por lo que este resullado parecla Indicar que el molde de M13, podrla estar 

contaminado con algún cebador endógeno o que probablemente se formara una estructura 

tallo-asa Interna proporcionando asl un extremo 3'-0H. Para descartar esla última posibilidad, 

se calenló el molde de DNA a 85 'C por 5 minutos seguido de un rápido enfriamienlo en bano 

de hielo; sin embargo. los resullados que se obluvieron fueron muy similares. Se ullllzó el 

mismo molde de DNA, pero de otra casa comercial, con un lole diferenle de Poi I; aún asi, los 

resullados fueron semejantes. 

Poi I rué utilizada en la reacción junto con la fracción FHS con el objelo de Incrementar la 

incorporación del desoxlnucleólido, siempre y cuando el molde de DNA tuviera un cebador que 

proporcionara el extremo 3-0H. La prelncubaclón de la fracción de pollmerasa y poslerior 

adición de Poi 1 (FHS + Poi 1), dió un valor superior al enconlrado al solo utilizar Poi 1 en 

ausencia de cebador (labia 2); no obstanle, esta diferencia no era muy grande y junto con los 

resultados arriba mencionados dejaba duda de la presencia de una actividad de DNA primasa 

en nuestro ensayo. 
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Tabla 2. Determinación de actividad de DNA prlmasa con el molde ssDNA M13mp8 (+j. 

Incorporación de ['H-melilJ-dTMP a ssDNA M13mp8 (+}. 

ensayo 

Blanco 

FHS"1 

Poli 

FHS+ Poi 1 

Unidades Incorporadas a ssONA M13 mpS (+) ' 11 

o.os 
30 

72 

120 

111Una unidad de telivldad de ONA ptimasa fue definida corno la cantidad de enzima que induce la Incorporación de un pmol 

de ¡JH-metrlf-dTMP al molde ssONA M13mp8 (•)a 37 ºC durante 30 minutos. 

m Fracción de Hep1rm1 sera rosa con actividad de ONA poHmerasa 

1.1.2. Utilizando el molde de poll-dT 

Entre los moldes artificiales que más eficazmente son utilizados por las primasas de 

diferentes organismos se encuentran el poll·dT v el poli-dC; los moldes no ulllfzados son el 

polf·dA y el poli-dG (30,32,53}. Utilizando el molde de pOll·dT si fue posible observar una clara 

actividad de DNA prlmasa. En la tabla 3 se puede obServar que la Incorporación de (<>· »p¡. 

dAMP por la Poi I en ausencia de un cebador es prácticamente cero (renglón 2). En la fracción 

FHS se observó Incorporación de (a·32PtdAMP durante la síntesis de la cadena 

complementarla del poli·dT, lo cual Indicó que la DNA polimerasa endógena del complejo 

multiprotelco puede elongar el cebador formado por una presunta primasa (renglón 3), aunGue 

no tan eficientemente coma lo hace la Poi I cuando tiene un cebador previamente formado por 

esa misma primasa (renglón 4), o cuando se agrega exógenamente oligo[dAla (renglón 5) 

Le ONA primasa de mafz slnteliza cebadares de [rA}n y aparentemente puede formar 

también cebadores de (dAJn en ausencia de ATP. ya que se obtuvo una incorporación de [n

"Pl-dATP de "19% (renglón 6) respecto al control (renglón 4). La DNA primasa de trigo 

presenta un comportamiento similar (44]. La adición de RNasa H a la mezcla de reacción. 

después de ta síntesis del cebador. disminuye notablemente la sintesis del DNA (renglón 7). La 

tnactlvaclón de la DNA primasa. posterior a la sfntesis del cebador. ya sea con calor o con 

NEM no afectó a ta actividad de la ONA poi I (renglón 8 y 9 respectivamente). sin embargo, la 

actividad de ONA prímasa se suprimió si se le trataba a 85 ºe 5 minutos o con NEM (rengtónes 
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10 y 11 respectivamente), antes de agregar el sustrato: ATP. Durante la caracterización de la 

DNA prlmasa se detuvo la reacción de slntesls del cebador con calor o con NEM. 

En general, ninguna DNA primasa descrila hasta ahora utillza eficientemente moldes 

polipurlnlcos: La ONA primasa de malz tampoco fué capaz de utlizar un molde polipurlnlco: el 

poli-dA (no se muestra). 

Tabla 3. Detennlnación de actMdad de DNA primasa con el molde poll-dT. 

Incorporación de [a·"PJ-dAMP al molde poll-dT. 

Ensayo Unidades incorporadas 

1. Blanco o.os 
2.Pol 1 0.8 

3.FHS 13 

4. FHS + DNA poi ! 41 

5. DNA poi I+ ollgo(dA)a 98 

e. FHS, no rNTPs + poi ! 7.8 

7. FHS + RNasa + Poi ! 4.9 

8. FHS + Calor + Poi 1 39 

9. FHS + NEM +Poi! 39 

1 o. Calor + FHS + Poi 1 2 

11. NEM+ FHS +Poi 1 2 

1Sln FHS ni ONA poi l. 
2Conlrol ntgltivO de Poi 1 sin cebador. 
3Sólo FHS (uttr1zacidn del cebador por la de DNA pof1mer1111 endOgena). 

•Fomwc:lón dtl cebador por la primas. y 1lntes11 de ONA POf la ONA poi J. 
9Conlrol posrtivo de ONA poi I con el cebador de 8 nucieóliOOS. 

•s1n11111 dt~deDNA por/a pomas.a. 

'erecto de la ICCión de RNasa sobre el ce~or sin!etizado por la ONA prim1sa. 

'''Efecto de ll lnachvac1ón de la DNA pnmasa detpuH de ll form1Ción del cebador sobre la 1fnln1s de ONA. 
'º' 11fnectivaciónde la ONA pomasa, previo1 la fonn.etóndllce~. 
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Después de que se observó actividad de DNA primasa en la DNA polimerasa 2, utilizando 

el molde de poli·dT, se procedió a buscar ras condiciones bloqulmlcas necesarias para 

caracterizar a esta enzima. En primer lugar se determinó el tiempo óptimo de cebado del poli· 

dT; para ésto se prelncubó la fracción de Heparina por diferentes tiempos con el 

ribonucleólldo ATP y el molde, con el objeto de que se formara el cebador, el cual 

posteriormente serla elongado por la Poi I; en la figura 2 se puede observar que existe una 

relación directamente proporcional de slnlesis de DNA con respecto al tiempo hasta los 20 

minutos de cebado, por lo cual en los ensayos para la caracterización de la primasa se utilizó 

un tiempo de 15 minutos de preincubación. 

Puesto que el ensayo para determinar la actividad de ONA primasa ullllzado en el presente 

trabajo es indirecto, también se estudió la relación existente entre la slntesis de DNA por la Poi 

1 con respecto al tiempo (después de preincubar por 15 minutos con la fracción de Heparina 

sefarosa). En la figura 3 se puede observar que la slntesls de DNA por la Poi 1 es 

directamente proporcional con respecto al tiempo al menos hasta los 60 minutos; por lo tanto, 

en los ensayos subsecuentes de caracterización se Incubó a la enzima por 45 minutos, como 

se Indica en Material y Melados. 
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Figura 2. Detennlnaclón de la llnearidad de la reacción de cebado frente al tiempo. Se 

Incubaron 5 µg de la fracción FHS a 37 ºe por diferentes tiempos en presencia de ATP y poli· 

dT. Después del tiempo Indicado se aftadló ONA poi 1 + [a·"P~dATP y se Incubó por 30 

minutos a 37 •c. 
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Flgu,. 3. Detennlnaclón de la llnearidad de la reacción de elongación del cebador frente 

al tiempo. Se Incubaron 5 µg de la fracción FHS con actividad de DNA pollmerasa-primasa a 

37 ºe por 15 minutos en presencia de ATP y poli-dT. Después de este llempo se a~adleron 

DNA poi 1 + [a-32P~dATP y se incubó por diferentes tiempos a 37 'e. 
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6.2 Purificación de la ONA pollmerasa 2 y medición de la actividad de la DNA primasa. 

Para delennlnar si la actividad de DNA primasa coeluia con la ONA polimerasa 2 a lo largo 

de todo el proceso de purificación. se montó un procedimiento de purificación modificado del 

reportado por Coeiio et al (50). La variación consislió en adaptar las resinas de Superdex 200 y 

Mono Q HR 5/5 (resinas apropiadas para correrlas a una fiujo reialivamente alto en FPLC y 

con gran resolución). A continuación se presentarán los resultados que se obtuvieron en este 

objetivo. 

6.2.1 DEAE-Celulosa 

La fracción 1 (ver tabla IV). fué aplicada a una columna de DEAE-ceiulosa (2.5x15 cm) 

previamente equillbrada con solución amortiguadora A. La columna se lavó con la misma 

solución hasta que no se detectó A200 La protelna adsorbida se eiuyó con 5 volúmenes de un 

gradiente linear de 40 a 400 mM de fosfatos (soluciones amortiguadoras A y B 

respectivamente). A las fracciones eiuldas se les determinó la concentración de proteinas y las 

actividades de DNA polimerasa y DNA primasa. La figura 5 muestra el perfil de elución del 

complejo polimerasa-primasa a través de esta columna. En esta cromalografla se pueden 

notar claramente 3 picos de actividad de DNA pollmerasa. los cuales han sido nombrados 

como DNA pollmerasas 1,2 y 3 de acuerdo al orden de elución (50J. La DNA pollmerasa 1 no 

se adsorbe a la resina en estas condiciones. la DNA polimerasa 2 necesita de una 

concentración de 100±30 mM de fosfatos para eluir y la ONA polimerasa 3 eluye a una 

concentración de fosfatos de 200±30 mM. Lo anterior sugiere que la carga eléctrica neta de las 

lsoenzlmas (o de las proteinas con las que podrlan estar asociadas), es diferente entre éstas, 

siendo positiva la carga eléctrica neta para la poi 1, y negaliva para las poiimerasas 2 y 3. En 

eS1a cromalografia se logró además eliminar un gran cantidad de proteinas al no ser 

adsorbidas por la resina, lo que Implicó que la actividad específica de la ONA poi 2 (actividad 

de la enzima/mg de protelna), se incrementara notablemente. En relación a la acilvidad de la 

ONA primasa, se observó que ésta coeluía con la acilvidad de la DNA polimerasa 2. Las 

fracciones con acilvidad de polimerasa·primasa se reunieron (Fracción 11) y se aplicaron a una 

columna de Heparina sefarosa. 
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Flg. 4. Perfil de eluclón de las actividades de DNA pollmerasa y primasa a través de una 

columna de DEAE-Celulosa. 

La Fracción 1 (24 mi), fué aplicada a una columna de DEAE-Celulosa (2.5 x 15 cm) 

previamente equilibrada con solución amortiguadora A. Se aplicó un gradiente linear de 40 a 

400 mM de fosfatos a un nu¡o de 15 ml/hr. A: actividad de pollmerasa (+·-····+) y primasa CX··· 

-X). B: Fosfato de potasio('··-'). Proteína A,., (&---9). 
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6.2.2.Heparlna sefarosa 

La heparlna es un gllcosaminogllcano allamente sulfatado que consiste prlnclpalmenle de 

secuencias repetidas del disacárido ácido <>·L-idopiranurónico-2-sulfato y 2'desoxi·2-sulfamino

a-D-glucopiranosa -6-sulfato unido en posición 1->4. La figura 5 muestra la estructura de la sal 

dlsódica del dlsacarldo. 

n 

Figura 5. Estruclura parcial de la heparlna (54). 

Debido a su naturaleza pollaniónlca, la heparlna interacciona con muchos compuestos 

blológlcos. y éstas Interacciones pueden ser usadas como base para una purificación por 

cromatogralla de afinidad en Heparlna sefarosa CL-68. (54). La fracción ti fue aplicada a una 

columna de Heparina sefarosa (1.5 x 5.5 cm), previamente equilibrada con solución 

amortiguadora C. Después de lavar la columna con 5 volúmenes de cama con la solución c. 
se aplicó un gradiente de 150 a 1,500 mM de NaCl (soluciones e y D respectivamente). La 

polimerasa-prlmasa se unió con gran afinidad a esta resina, ya que fué necesaria una alla 

concentración de NaCI: 800±50 mM para eluir el complejo-pollmerasa primasa. En la figura 6 

se puede observar como la actividad de DNA primasa coeluye con la actividad de polimerasa. 

aún cuando se necesitó de una alta fuerza iónica para eluir ambas actividades, por lo que este 

resultado muestra que la DNA polimerasa 2 tiene fuertemente asociada una actividad de DNA 

primase. Las fracciones con actividad de polimerasa-primasa fueron juntadas (Fracción 111) y 

concentradas en tubos centrlcón (con corte molecular de 1 o kDa), se centrifugó a 4, 000 x g 

durante 4-5 horas con el objeto de aplicar un volumen pequeño de muestra a la siguiente 

columna: Superdex 200, para que de esta manera se lograra obetener una mayor resolución 

de la estimación del peso molecular del complejo pollmerasa-primasa. 
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6.2.3. Superdex 200 

La fracción 111 se aplicó a una columna de Superdex 200 (1.6 x 60 cm, esta columna se 

recomienda para separar prolelnas que llenen un peso molecular entre 10 a 600 kDa), 

previamente equilibrada con solución amortiguadora E. Las proteinas aplicadas a esta 

columna fueron eluldas con 3 volúmenes de cama. En esla cromalograffa se logró: 1) 

determinar el peso molecular del complejo polimerasa-primasa; ~450 Kda, 2) obtener un paso 

més de purificación del complejo y 3) eliminar la alta concentración de sales con la que eluyó 

la protelna de Heparina sefarosa. Como se puede observar en la figura 7, la DNA primasa 

coeluyó con la actividad de ONA pollmerasa en un complejo de alto peso molecular, según se 

demuestra por la comparación del patrón de elución que se obtuvo de marcadores de peso 

molecular que se corrieron en las mismas condiciones que la Fracción 111. 

6.2.4. Mono Q HR 5/S 

Esta columna es un intercambiador aniónico fuerte y contiene permanentemente (a pH 2· 

12), carga eléctrica neta posiliva donada por los grupos -CH2N+(CH),. Las fracciones con 

actividad de polimerasa-primasa que coeluyeron en Superdex 200 fueron reunidas (Fracción 

IV) y aplicadas a una columna de Mono Q HR 5/5 previamente equlllbrada con solución 

amonlguadora F. El complejo polimerasa-primasa se adsorbió a la resina y se e luyó con 5 

volúmenes de cama de un gradiente linear de 150 a 1,500 mM de NaCI (Soluciones 

amoniguadoras F y G respeclivamente). La actividad de primasa coeluyó junto con la 

actividad de pollmerasa a una concentración de 750 ±30 mM de NaCI (ver figura 8). La venlaja 

que proporcionó la utilización de esta resina consistió en concentrar relalivamenie rápido a la 

proteina que eluyó diluida de la cromatografía anterior. a fa vez que se logró purificar más al 

complejo pollmerasa-primasa. Hasta este paso de fraccionamiento se logró purificar a la ONA 

polimerasa ~9,000 veces (ver tabla 4). La purificación de la ONA primasa que se describe en la 

. tabla 5 es solo una esllmación parcial y se basó en la actividad de primasa que se obtuvo en la 

Fracción 11, ya que no se logró detennlnar la actividad en el extracto crudo; no obstante, si se 

hace una comparación del valor de purificación de la ONA polimerasa 2 tomando el mismo 

criterio que para la DNA primasa, las veces de purificación son semejantes: 150. Se estima por 

lo tanfo, que el valor final de purificación de la ONA pJimasa se aproxima también a 9,000 

veces, similar al de fa DNA pollmerasa 2. El esquema completo de purificación del complejo 

pollmerasa-primasa se muestra en fa figura 9 y las veces de purificación tanto para la 

pollmerasa como para la primasa se muestran en las tablas 4 y 5 respectivamente. 
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Figura &. Perfil de eluclón de las actividades de polimerasa y primase a través de una 

columna en Heparlna selarosa. 

La Fracción 11 (22 mi). se aplicó a una columna de heparina selarosa (1.5x5 cm), previamente 

equilibrada con solución amortiguadora C. Se aplicó un gradiente linear de 150 a 1,500 mM de 

NaCI a un flujo de 10 ml/hr. A: actividad de pollmerasa (+-----+)y primasa (X-----X). B: NaCI 

("--"). Protelna A2eo<9------i. 

35 



36 

35 ~----------'-,---,----------,3'50 

30 300 

o.e B 
Va .... "'ªº :;i•a 1ea .... .... .... .. .... 

º·"' 

0.4 

~ 

1 º·"' i 
a.. 

o 

' 
Fracciones 

Flg. 7. Perfil de elución de las actividades de polimerasa y prlmasa a través de un• 

columna en Superdex 200. 

La Fracción 111 rué concenlrada en tubos centr1cón hasta obtener 1 mi y se aplicó a una 

columna de Superdex 200 (1.6x60 cm). previamente equilibrada con solución amortiguadora 

E. Las protelnas aplicadas rueron eluldas con 3 volúmenes de la solución E a un nu¡o de 45 

ml/hr. A: actividad de polimerasa (+·-·-·+) y pr1masa (X·--·XJ. B: Protelna A200 ('L---.JI). 

Los marcadores de peso molecular utilizados rueron: Azul dextrán, 2 000 kDa: Ferr11ina, 450 

kDa; catalasa, 240 kDa; Aldolasa, 158 kDa y Albúmina sértca bovina, 68 kDa. 

36 



E e: 

~ 
ca 
.5 
.!!! e 
o.. ., 
• 

eo-----------------------.,700 

o.e 

o.e 

0.4 

0.3 

0.2 

o., 

3 e 7 a 1113"1!51'7"11iiit21 

Fracciones 

,.4 

, 
o.e 

o.e ~ 
0.4 $ 
0.2 

37 

Flg. l. Perfil de elución de las actividades de polimerasa y primasa a través de una 

columna en Mono Q HR 5/5, 

La Fracción IV (14 mi), se aplicó a una columna de Mono Q HR 5/5 (0.5x5 cm), previamente 

equlllbrada con solución amortiguadora F. Se aplicó un gradiente linear de 150 a 1,500 mM de 

NaCI a un flujo de 30 ml/hr. A: actividad de pollmerasa (+··--·+)y primasa (X··-···XJ. B: Nacr 
(.__.,_ Proteína A,ea (11----..8). 
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CARACTERIZACION1---Heparint sefarosa 

¡ 
Superdex 200 

l 
Mono O HR 5/5 

Figura 9. Esquema de purificación de las actividades de DNA polimerasa v DNA primasa 
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Tabla 4. Cuadro de purificación de la DNA pollmerasa 2111 

Fracción Act. Act. veces Prolelna 

lotal(mg) 

Volumen 

total(ml) 101a1f» específicafll de punr."1 

Extracto crudo 

Fracción 1 332.5 24 51.7 0.155 

DEAE-Celulosa 

Fracción 11 29.96 22 261.7 8.73 58 

Heparina serarosa 

Fracción 111 0.68 8 226.3 332 2140 

Superdex 200 

Fracción IV 0.28 14 187.8 689 4308 

MonoQ HR5/5 

Fracción V 0.08 2.5 108.1 135.1 8710 

111 l.11 actividad de po{imer1t.1 ae determinó utUiztndo (metrl-3H }odTTP. 

39 

171 Unl unktad de atlMcsad de polimeraSll rut definfdl como 11 cantidld de enzim• que incorpor. t pmof de (metd-3HJ-dTTP 
a un mddl de ONA activado. 1 37 •c. 45 minU'los. 

1J1ActMdld totaVmg. de prot1ln1 

1•1Ln wcea de pyriflcaclón ae calcularon en bise 111 actMdld de pollmertN que ae cUlntiflcó en 11 Fraccldn l. 

39 
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T•bla 5, Cuadro de purificación de la DNA primasa asociada a la DNA pollmerasa 2"1 

Fracción Prolefna Volumen Acl. Act. veces 

1otal(mg) total(ml) 'º'ª'~' especlfica131 de purir.1•1 

Extracto crudo 

Fraceión 1 332.5 24 

DEAE-Celulosa 

Fracción 11 29.96 22 4,250 141 

Heparina sefarosa 

Fracción 111 0.68 8 3,680 5,410 38 

Superllex200 

Fracción IV 0.28 14 2,300 8,200 59 

MonoQ HR5/5 

Fracción V 0.08 2.5 1,500 18750 132 

co La 1ct!Vldad de pnmasa se determinó uldLUlldo fa·"P}.QATP. 

111 Una unidad de ectlvidld de pn1n1u fut definida como 11 Clnl~ de tnzllTlll que lneorponi 1 pmot de {u-32P¡..dAMP a -
un molde de poli-dT ~· c~o. a 37•c, 45 minutoa. 

t"ActMdld IOlal/mg de protelr11 

1''L11 Vtce9 de purificación se calcularon en base• ra actividld de pnmasa que se cU1nl!flc6 en 11Fraccldn11. 
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6.3. Caracterización parcial de la actividad de DNA prlmasa 

Después que se demostró que la DNA primasa coelula con la actividad de la DNA pollmerasa 

a través de los diferentes pasos cromatográflcos. se buscaron las condiciones óptimas para 

medir dicha actividad a partir de la fracción 111 (Heparina sefarosa), ya que se ha demostrado 

(53, 54), que la actividad de la DNA primasa es mucho más lábil que la de DNA pollmerasa 

confonne avanza la purificación, aunado a que en el presente estudio se obtuvo muy poca 

cantidad de protelna en el úlllmo paso de purificación (Mono a HR 5/5). 

Se estudió el comportamiento de la actividad de la ONA primase a diferentes valores de 

temperatura y pH, asl como también a diferentes concentraciones de magnesio, cloruro de 

potasio y manganeso. Los resultados que se obtuvieron en cuanto a este objetivo se muestran 

a continuación y se graficaron como o/o con respecto al pico de actividad (320±50 u/mi). 

6.3.1. Temperatura 

El complejo polimerasa-primasa fué preincubado 15 minutos a diferentes temperaturas para la 

slntesls del cebador, transcurrido el tiempo antes seftalado se lnactlvó a la enzima como se 

Indica en 5.3.7.1. Posterionnente se agrego ONA poi I + (a.-"P]dATP para la slntesls de ONA. 

La reacción continuó a 37 ºC durante 30 minutos y se detuvo como se indica en 5.3.7.2. En la 

figura 10, se observa claramente que a la primasa le favorece lrabajar a una lemperatura de 

37 ºC. Temperaturas menores de 20 o mayores de 44 ºC Inhiben en más de un 50% la 

actividad de la enzima. 

6.3.2. Magnesio 

El complejo pollmerasa-prtmasa fué preincubado 15 minutos en presencia de diferentes 

concenlraclones de Mg++. Después de la prelncubación se inaclivó a la pollmerasa-primasa 

desnaturalizéndola con calor. Posteriormente la concentración de Mg++ se ajustó a 8 mM 

como se Indica en 5.11.2 y se agregaron Poi t + (o.32·P]dATP. Para descartar cualquier posible 

artefacto, se efectuó un control con DNA poi 1 utilizando poll-dT cebado con ollgo(dAJo en 

presencia de 8 y 20 mM de Mg++ (éste último en presencia de EOTA 6 mM). La reacción de 

slntesis de ONA prosiguió como se Indica en 5.3.7.2. En la figura 12 se puede observar que 

este Ión divalente es esencial para que la prtmasa trabaje y que el óptimo esta a una 

concentración de 8 mM. Concentraciones mayores de 16 mM inhibieron en más de 50% la 

actividad de ta ONA primasa. 
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6.3.3. Manganeso 

El complejo pollmerasa-prlmasa rue prelncubado 15 minutos en presencia de diferentes 

concentraciones de Mn++. La reacción de cebado se detuvo desnaturalizando a las protelnas 

con calor y posteriormente se agregó Mg++ a una concentración linal de 8 mM. Para observar 

el efecto de ambos cationes sobre la actividad de la DNA poi I, se efectuó un control utilizando 

poll-dT cebado con oligo[dA)a con ambos cationes. La reacción de slntesis de DNA se Inició al 

agregar DNA poi 1 + [a-"PJ-dATP. posteriormente la reacción continuó como se Indica en el 

punto 5.3.7.2. En la ligura 12 se puede observar que la DNA prlmasa puede utilizar Mn++ 

como cofactor. La primase presentó actividad a concentraciones de entre 0.4 y 1.6 mM de 

Mn++. El pico de actividad se presentó a una concentración de 0.8 mM. La actividad que dió 

como control la DNA poi 1 con el poli-dT cebado con ollgo(dA)a lué 40% mayor cuando se 

utilizaron en la mezcla de slntesis Mn++ y Mg++, a la que presentó la DNA poi! al trabajar sólo 

con Mg 8 mM (sin Mn++); esto se podria deber a que la lidelidad de la DNA poi 1 es menor en 

presencia de Mn++ y a que puede incorporar rNTPs en lugar de dNTPs (24]. 

6.3.4. Cloruro de potasio 

El complejo pollmerasa-prlmasa fué prelncubado a diferentes concentraciones de KCI por 15 

minutos para la reacción de cebado, posteriormente se inactivó al complejo multlprotélco con 

calor. La reacción de síntesis de DNA se Inició al agregar DNA poi I + (a·"P)dATP. En la figura 

13 se observa que la DNA prlmasa trabaja eficientemente a concentraciones menores o 

Iguales a 15 mM. Concentraciones mayores inhiben drásticamente a la actividad de primase. 

La DNA pollmerasa 2 puede trabajar eficientemente a 100 mM de KCI (50] lo cual concuerda 

con lo reportado previamente (53], en el sentido de que la DNA prlmasa de eucarlontes es 

sensible a fuerzas lónlcas en las que la DNA polimerasa no lo es. Para observar el electo de 

las dllerentes concentraciónes de KCI sobre la actividad de la DNA poi 1 se utilizó poll-dT 

cebado con ollgo(dA]e a concentraciones idenlicas a las probadas en la reacción de cebado. La 

DNA poi I solo se Inhibe en un 20% cuando la concentración de KCI es 150 mM, con lo cual se 

descarta un posible artelacto. 

2.5. pH 

El complejo pollmerasa-prlmasa lué preincubado a dilerentes valores de pH por 15 minutos 

para la reacción de cebado. posteriormente se desnaturalizó al complejo multiprotélco con 

calor. Se ajustó el pH a 7.6 y la reacción de slntesis de DNA se Inició al agregar DNA poi 1 + 

(a-"P)-dATP y ésta continuó como se indica el punto 5.3.7.2. En la figura 14 se observa que a 

la primase le lavorecen pHs ligeramente básicos. En general, en sistemas eucarlonles la 
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primasa trabaja a pHs más básicos que a los que trabaja la DNA pollmerasa con la que están 

asociadas (53). El tipo de amortiguador Influye sobre la actividad de la enzima, ya que a pH de 

7.5 con Trls-HCI se presenta un ~20% más de acllvldad que al mismo pH con Bis-Tris. 
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Figura 10. Electo de la temperatura sobre la actividad de primasa. 

La fracción FHS fué preincubada como se indica en Malerial y Métodos a las temperaturas 

senaladas. Se grafica el promedio de 3 experimenlos. 
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Figura 11. Efecto de la concentración de magnesio sobre la actividad de prfmasa 

La fracción de FHS fué prelncubada a las concentraciones de MgCl2 como se Indica en 

Material y Métodos. Prtmasa + DNA poi 1 (x--x); DNA poi 1 con poll-dT cebado con 

oUgo[dAJ 8 (...-.):Se grafica el promedio de 3 experimentos. 

45 



.,, 
13 
E ·e 
c. 

~ o 
Cll 
'tJ 
'tJ .,, 
'tJ 

~ .,, 
>f 
>l: 

20 

o.4 o.e 1.2 1.6 2 2.4 2.8 

Mn++ (mM) 

80 i 
~ 
o 
Cll 

'tJ 

¡ 
'tJ 
:~ 
ü 
< 
• 20 i 
• 

Figura 12. Efecto de la concentración de manganeso sobre la actividad de primasa 
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La tracción FHS tué preincubada a las concentraciones de MnCI, como se Indica en Material y 

Melados Primasa + DNA poi I (X--X); DNA poi I con poll-dT cebado con oligo(dAJ 8 (--.).Se 

grafica el promedio de 3 experimentos. 
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La fracción FHS fué preincubada a las concentraciones de KCI como se Indica en Material y 

Metodos. Primasa + ONA poi 1 (X····X); DNA poi I con poll·dT cebado con oligo[dAJ e(....-.). Se 

granea el promedio de 3 experimentos. 
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Figura 14. Efecto del pH y tipo de amortiguador sobre la actividad de la DNA prlmasa. La 

fracción FHS lué incubada como se Indica en Material y Métodos con los siguientes 

amortiguadores: MES (X----X); Bis-Tris (+·--+) ;Trls-HCI (•->· Se grafica el promedio de 2 

e~perimentos. 
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&.4. Electroloreal• en gel•• de pollacrilamlda al &% y urea 7 M de productos sintetizados 

por la DNA poi 1 de E.col/, utilizando como molde poU-dT. Electo do la acción de RNaH• 

sobre el cebador formado por la prlmasa 

Con el objelo de tener una evidencia més de que se tenia una actividad de DNA primasa 

que coeluia con la actividad de DNA polimerasa 2, y de que slnlelizaba aligo ·[rA)n sobre un 

molde de poll·dT, se ulllizó una melOdologia menos Indirecta, que conslslló en visualizar los 

productos derivados de la acción de la ONA poi I en geles de pollacrilamlda. En la figura 15, el 

carril 1 represenla el control posllivo en el que la Poi I slnleliza DNA sobre el molde de poll·dT, 

previamente cabado con aligo [dAJ,¡. En el carril 4 el DNA (de allo peso molecular), que 

slntellza la Poi I cuando el molde es cebado por la primasa de maiz; en los carriles 2 y 3 se 

observa el erecto de la acción de RNasas (10 y 5 µg respectlvamenle), poslerior a la 

preincubación de la primasa. En eslos carriles disminuye nolablemente la visualización de 

productos de sintesls de DNA por la polimerasa, esto como respuesla a la disminución o 

carencia de molde con cebador de RNA. El carril 5 represenla una reacción en la que Poi 1 lue 

Incubada en presencia de molde no cebado. De esta manera, se hace evidente la sintesls de 

un cebador por parte de la primasa que coeiuye con la pollmerasa 2 de malz. 
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Figura 15. Efecto de la acción de RNasas sobre un cebador previamente formado por la 

prfmasa. Detección de los productos de reacción en un gel de poliacrilamlda al 7%, urea 

7 M. Se prelncubaron 5 µg de la fracción 18 que eluyó de Mono Q HR 5/5 con ATP + poll-dT, 

después de preincubar por 15 minutos se procedió a inaclivar con calor a la primasa como se 

Indica en Material y Métodos, posteriormente se trató el molde de poli-dT (previamente 

cebado), con diferentes concentraciones de RNasa y la reacción procedió como se indica en 

5.3.7.2. Carril 1, Poi I + Poli·dT-oligo [dA]s; 2, primasa + 10 µg de RNasa; 3, primasa + 5 µg de 

RNasa; 4, ONA primasa sin RNasa; 5, Poi I sin aligo ldA]s. 

so 
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7. Discusión 
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio [49,50), hablan propuesto que la DNA 

pollmerasa 2 de malz se podrla clasificar como una ONA pollmerasa tipo a. En animales, 

Insectos y levadura, la DNA pollmerasa a contiene fuertemente asociada una actividad de 

DNA primase. 

Para determinar si exlstla una actividad de ONA primase que estuviese asociada con la 

actividad de la ONA pollmerasa 2 de malz se procedió en primer Instancia a establecer el 

ensayo para detectar la actividad de DNA primase utilizando el molde ssDNA Mt 3 mpe (+); sin 

embargo, la Incorporación de (3H·metllJ-dTMP por la DNA pollmerasa 1 de E. col/ per se, sin la 

adición de cebador, fué relativamente alta comparada con la Incorporación que presentó la 

enzima con cebador formado por una primasa putativa; esto se debió probablemente a que se 

estuviera formando en el molde una estructura tallo asa que le proporcionara un extremo 3'0H 

a la poi I, o bien a la presencia de fragmentos contaminantes de DNA; después de varios 

Intentos, se descartó el templado de Mt3. Es probable que la DNA primasa requiera in vivo de 

algun(os) factor(es) que se pierden durante la separación cromatográfica, lo cual podrla 

explicar la falta de reconocimiento de la enzima por este molde natural. Se probaron moldes 

de DNA sintéticos como son el poll-dT y el poli-dA. Este último, como era de esperarse, no fue 

reconocido por la DNA primasa de maiz. Con el molde de poli-dT si fue posible detectar 

actividad de primasa, por lo que se utilizó para lograr una mayor purificación de la enzima, asl 

como para determinar las condiciones in vitro con las que la enzima trabaja mejor. La DNA 

primase de malz, al igual que la DNA primasa de trigo, puede Incorporar dNTPs en lugar de 

rNTPs (43). El hecho de que la primasa utilice preferencialmente un molde pirimldico y no un 

molde purlnlco concuerda con lo reportado para todas las DNA primases descritas hasta la 

fecha (53). 

Habiendo determinado las condiciones mlnimas necesarias para medir actividad de DNA 

prlmasa, se procedió a determinar si ésta coelula con la DNA polimerasa 2 a 10 largo del 

proceso de purificación. En DEAE-Celulosa se han logrado diferenciar (al menos 

cromatográficamente), 3 actividades de ONA pollmerasa. La actividad de la DNA primase 

coeluyó con la actividad de la DNA polimerasa 2 (DNA polimerasa tipo u), lo cual no implicaba 

necesariamente que estas estuvieran asociadas, ya que en esta cromatografia Jas proteínas se 

adsorben a la resina solo por la carga eléctrica neta; ello implica que la(s) enzima(s) tienen una 

carga eléctrica neta negativa. Podrla ser el caso de que tanto la DNA primasa como la DNA 

polimerasa tuvieran la misma carga eléctrica; sin embargo, en Ja cromatografía en Heparina 
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sefarosa, la actividad de DNA prlmasa coeluyó con la actividad de DNA pollmerasa 2 a una 

alta concentración de NaCI, y esta resina, al pH utilizado está cargada negativamente; en este 

caso, es probable que el complejo multiprotélco se adsorba a la resina por afinidad, ya que la 

estructura pollanlónlca conformaclonal de los grupos sullatos se asemeja a los grupos fosfato 

del DNA (54], lo cual sugirió que la actividad de la DNA primase estaba asociada con la de 

DNA pollmerasa. Aparentemente, a pesar de haber elufdo a una afta fuerza lónica, las 

subunfdades del complejo pollmerasa-primasa no se separaron, ya que en la cromatograffa de 

exclusión molecular; Superdex 200, se observó que las actividades de la DNA pollmerasa y 

primase coeluyeron en las primeras fracciones, presentando un peso molecular aparente de 

450 Kda, fo cual concuerda con lo reportado por Coello el al (50). Con la cromatograffa en 

Mono Q HR 515 y la adaptación de las anteriores columnas cromatográficas al FPLC se logró 

obtener una purificación de la DNA pollmerasa 2 de 8,710 veces que, comparada a la 

anteriormente reportada por Coello et al (50), fue superior en 3,000 veces. Debido a que el 

grado de purificación de esta enzima se cuantllica de acuerdo a la actividad medible (marca 

radiactiva Incorporada), y a que la enzima es sumamente lábil, la purilicaclón obtenida es 

muchas veces una subestimación. Al acelerar y hacer más eficiente la separación, se evita el 

desensamblaje enzimático o cualquier otra alleraclón que pudiera sufrir la enzima y por lo 

tanto se puede medir un grado mayor de purificación. La actividad de DNA primase se purificó 

132 veces en relación a ta actividad que eluyó de la cromatografía en DEAE·Celulosa, ya que 

no fue posible detenmlnar actividad de DNA primasa en el extracto crudo. lnteresantemente, si 

se mide el grado de purilicaclón de la DNA pollmerasa empezando desde DEAE·Celulosa, se 

obtiene un valor semejante. 

A pesar del grado de purificación obtenido de la DNA polimerasa y DNA primasa, todavla 

se observaron 14 pollpéptidos en un SDS-PAGE teílido con plata; una réplica de las protefnas 

de este gel fue obtenida en un filtro de lmmobylon-P y tratada con el anticuerpo pollclonal 

dirigido contra el complejo de la DNA polimerasa 2, el cual reconoció bandas semejantes a las 

ya reportadas previamente por Coello el al (52). El mismo filtro de lmmobylon fué tratado con 

un anticuerpo pollclonal dirigido contra la subunidad de 58 kDa de la primase de levadura 

(donado amablemente por el Dr. Paolo Plevani). El anticuerpo reconoció tenuemente una 

banda de peso molecular de ~se Kda tanto en un control de extracto crudo de levadura como 

en las lracciones con actividad que eluyeron de Mono Q HR 5/5 (resultados no mostrados); es 

probable entonces que la DNA primasa de maiz comparta algunas simlliturtes estructurales 

con la DNA primasa de levadura. Estos datos tendrán que corroborar.;e. 

La drástica disminución de productos sintetizados por la DNA poi I (ver fig. 15) en moldes 

de poll-dT cebados con la DNA primasa de maíz, y posterionmente tratados con RNasa, 

demostró que la DNA primasa sintetiza cebadores de RNA que, cuando son tratados con 
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RNasa, eliminan la posibilidad de que la DNA poi 1 tenga un extremo 3'0H sobre el que pueda 

slnlellzar la cadena complementaria. La DNA prlmasa sintetiza cebadores de RNA. 

En la planta de malz, los Iones Mg .. , Mn·· y K• se encuentran a una concenlración de ,.75, 

8 y 200 mM respecllvamente (56), valores muy por encima de los calculados como óptimos 

para que la DNA primasa trabaje in vHro con el molde de poll·dT. Sin embargo, se debe tener 

en cuenta que la concentración de Iones en los dilerentes organelos puede ser muy diferente 

(57], y que es muy probable que la concentración lntranuclear de estos Iones esté altamente 

regulada. 

La DNA primasa de malz tiene caracterlsticas similares a la DNA primasa de trigo, enzima 

que hasta ahora es la única que ha sido purificada a homogeneidad (43] y caracterizada en 

sistemas vegetales (44]; ambas utilizan eficientemenle el molde poll-dT, no utilizan poll-dA, 

utilizan Mg++ eficlenlemenle a una concenlraclón de 2.S.8 mM, la temperatura óptima para el 

ensayo es de 37 'C y son totalmenle Inhibidas a concentraciones mayores de 15 mM de KCI. 

Sin embargo, también existen caracterlstlcas de la primasa de malz que la distinguen de la de 

trigo; concentraciones mayores de 0.2 mM de Mn++ son Inhibitorias para la primasa de trigo, 

mlenlras que el óptimo para la de malz es de 0.8 mM; la primasa de malz tiene un 40% 

actividad a 10 'C, mientras que la de trigo es activa solo a temperaturas mayores de 25 'C. 

Otro de los sistemas vegetales donde se ha reportado la caracterización de una actividad de 

DNA prlmasa es en cloroplastos de chlcharo (45), la cual presenta algunas similitudes con la 

de malz: utiliza eficientemente el molde de poll-dT, no asl el de poll·dA, la concentración 

óptima de Mg++ está entre 8·12 mM, el pH ópllmo está a un valor relativamente muy básico:;, 

8.5 y es Inhibida por NEM. También se ha reportado una actividad de DNA primasa de 

chlcharo que coeluye con un complejo mulliprotéico de alto peso molecular, similar al de la 

DNA polimerasa " (46]: sin embargo, esta actividad no fue caracterizada. En la tabla 6 se 

resumen algunas caracterlsticas de las ONA primasas caracterizadas en sistemas vegetales, 

asl como también de la primasa de ratón y levadura 
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Tabla 6. Cuadro comparativo de las propiedades de algunas DNA primasas aisladas a partir de 

dllerentes fuentes 1• 

Fuente NEM' 

Malz' 

Trigo' 

Chlcharo' 

Ratón6 

Levadura' 

N.R,11No reportado. 

N.E.11Noeslimula. 

SI 

N.R 

SI 

Si 

Sí 

pH Mg++(mMJ 

8.5 8 

8 5 

8·8.5 8-12 

7,6 2·15 

e.o 4·10 

'Condiciones en las que se observa mayor 1cllvidad de DNA prim1aa. 
2/nhlblcldn mayar de 75% a una concentración de 5-10 mM. 
3C1racitrlzada en el pt'etente trabajo. 

'143.441. 'r•sr. '1381. '¡32¡. 

Mn++(mMJ KCl(mM) TºC 

o.a 15 37 

0.2 N.E. 37 

N.R. 50 37 

N.R N.E. 37 

N.R. N.E. 37 

Como se puede observar en la lab/a anterior, existen varias características similares en 

cuanto a requerimientos bioquimicos de ras DNA primasas de malz con respecto a primasas 

de otros organismos. 

Este trabajo forma parle de un proyecto general en el que se busca conocer a las DNA 

pollmerasas que participan en la replicación del DNA en planlas. Después de la DNA 

polimerasa, la DNA primasa es la segunda enzima clave en la replicación del DNA [53], por lo 

que será necesario saber cuantos po/ipép!idos la fonnan (si más de uno, como sucede en 

eucarionles) y como se acopla su actividad a la DNA polimerasa con la que se asocia (tipo n). 

A ruturo se lratarán de responder eslas preguntas, a ra vez que se lratará de encontrar el (los) 

gene(s) que la codifica(n). 

S4 
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8. Conclusiones 
Se logró establecer las condiciones mlnimas de medición de la actividad de DNA 

prlm11a, teniendo como molde polHIT. 

Eate es uno de 101 primeros estudios en ai1tem11 vegetales en que se correlaciona una 

actividad de DNA prlmasa con una DNA polimerau. 

La DNA polimerasa 2 de malz contiene fuenemente asociada a la actividad de DNA 

prlm11a 

En base a datos previos y a su asociación con la actividad de DNA primasa, se apona 

una luene evidencia de que la DNA polimerasa 2 de malz es una enzima tipo a. 
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