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RESUMEN

En maiz se han encontrado dos actividades de DNA polimerasas
replicativas, poll y pol2, tipos 8 y o respectivamente; ambas incrementan su
actividad cuando las semillas son embebidas en presencia de citocininas. La DNA
pol 2 esta conformada por varios polipéptidos, de los cuales el de mayor tamafio
es el gue contiene la actividad catalitica de polimerasa Esta enzima se fosforila
diferencialmente durante la germinacion.

Para conocer si esta fosforilacion era causada por complejos ciclina-Cdk se
intentd la inmunoprecipitacion de ciclina A con la subunidad catalitica
acompanante, mediante el uso de anticuerpos heterélogos. Se logro el
reconocimiento e incluso la inmunoprecipitacidn de una ciclina A putativa; sin
embargo, a pesar de detectarse en estos inmunoprecipitados una proteina
reconocida por un anticuerpo dirigido contra la regién PSTAIRE de las Cdks, no
logré encontrarse una actividad de cinasa.

Por otra parte se llevaron acabo experimentos de fosforilacion de la DNA
pol2 con inmunoprecipitados de la proteina PCNA, que traen consigo una
actividad de cinasa tipo Cdk-A y una ciclina D putativa que desaparece después
de las primeras 15 h de la germinacién; en estos inmunoprecipitados se encontré
también la presencia de Ia ciclina A putativa en diferentes tiempos de la
germinacion. Los ensayos de fosferilacion de la pol2 por inmunoprecipitades de
PCNA mostraron, no solo que efectivamente la subunidad catalitica de la pol 2 (de
aproximadamente 103 kDa) es fosforilada por estos inmunoprecipitados, sino
tambieén que se dan diferencias al obtener los inmunoprecipitados de diferentes
tiempos de la germinacion.

Cuando los inmunoprecipitados fueron obtenidos a partir de semillas incubadas en
presencia de benciladenina (BA), se encontraron diferencias tanto cualitativas
como cuantitativas en la fosforilacién de la proteina de 103 kDa, encontrandose
que el pericdo de fesforilacion se vio acelerado, por la presencia de esta hormona.
Esta modificacion, a pesar de que si parece ser relevante dentro del ciclo

celular, no tuvo efecto directo en la actividad catalitica de la enzima.
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Proceso Germinativo

Durante la maduracién de las semillas, éstas sufren un proceso de
desecacion en el que pierden entre 80-90% de agua y disminuyen su metabolismo
practicamente a cero. Es durante la germinacién, que las semillas abandonan su
estado de latencia y reanudan un metabolismo activo que las lleva a desarrollarse
y formar una nueva planta Desde el punto de vista bioquimico y segun la
definicion de este grupo de investigacion, la germinacidn consiste en una serie de
eventos moleculares entre los que se encuentran: hidratacion de moléculas
preexistentes, asi como reconstitucion de estructuras celulares y sintesis de
macromoléculas, los cuales anteceden a la primera divisién celular, momento en el
que termina el proceso de germinacion y comienza el desarrollo.

Para que una semilla germine se necesita que tenga integridad metabolica
y genética; cumpliéndose esto, generalmente sélo se requerira de fa entrada de
agua en condiciones adecuadas de temperatura, concentracién de oxigeno y

bidxido de carbono (Bewley y Black,1994).

Metabolismo durante la Germinacion
Aungue el metabolismo de las semillas latentes es practicamente nulo y la
sintesis de proteinas no se lleva a cabo, se sabe que todos los elementos que se

requieren para ésta, permanecen en la semilla en cantidades suficientes y de una



manera potencialmente activa: ribosomas, {RNAs, factores de iniciacién vy
elongacién, aminodacidos, aminoacil-tRNA sintetasas (Simon,1984; Bewley y
Black,1994), e incluso mRNAs (Sanchez de Jiménez et al, 1981) De esta
manera, la sintesis proteica puede comenzar en cuanto los tejidos se hidratan. Se
ha visto que durante la germinacion se da un aumento en la demanda de
proteinas; experimentos en trigo demostraron un incremento en el numero de
polisomas, asi como una disminucién en el numero de ribosomas libres, durante
los primeros minutos de la germinacion (Sanchez de Jiménez et al,1981) Al
menos durante las primeras hcras de la germinacion, la sintesis de novo de
proteinas es independiente de la de mMRNA (Spiegel et a/, 1975), debido a que los
mensajes almacenados son los que se emplean para reiniciar la actividad
metabolica (Sanchez de Jiménez y Aguilar, 1884). Esta sintesis se vuelve
dependiente de nuevos mensajes de manera progresiva, conforme la cantidad de
mensaje acumulado en la semilla seca se degrada (Sanchez de Jiménez y Aguilar,

1984).

En las semillas de maiz, al reactivarse el metabolismo por medio de la
imbibicion, se ha observado que dentro de las primeras horas de la germinacion
tiene lugar una primera etapa de sintesis de DNA, en donde ocurren la reparacion
y la sintesis organelar (Zarain ef al, 1987; Zlatanova et al, 1987; Bewley y Black,
1994) v una segunda etapa denfro de la que se lleva a cabo la sintesis replicativa
del DNA, en la cual hay un aumento neto en la cantidad de DNA (Baiza ef

al ,1989)



Citocininas

El proceso germinativo requiere de condiciones externas propicias de
temperatura, concentracion de O, luz, cantidad de agua y minerales, entre ofros
(Raven, 1992), asi como también de factores internos que modulen las respuestas
a los factores externos. Los principales factores internos que regulan el desarrollo
de las plantas son las fitohormonas (Bewley y Black, 1994).

Las fitohormonas o fitorrequladores son sustancias quimicas, activas en
muy pequefias cantidades y que pueden ejercer un efecto estimulante o inhibidor.
La respuesta a su estimulo depende de la estructura quimica y de la “receptividad”
de los tejido({os) sobre él(los) que actuen (Raven, 1992}

Las citocininas son una clase de fitorreguladores, derivados N° de la
adenina, cuyo papel general es el de promover la division celular; para ello
promueven la sintesis de proteinas, de RNA y de DNA (Bewley y Black, 1994)
Otros de los efectos que promueven estas hormonas son el retardo de la
senescencia (Yokoyama ef af, 1981) y el de fungir como estimulantes de la
germinacion

La benciladenina (BA) es una citocinina sintética, cuyo efecto estimulante
sobre la sintesis de RNA y DNA se ha visto en frijol (Yokoyama ef a/, 1980) y en
maiz (Vazquez-Ramos y Reyes, 1990). Este efecto se relaciona directamente con
fa actividad mitogénica que promueve la hormona, la cual se refleja en un

acortamiento de los tiempos dentro del ciclo celular durante la germinacion



EL CICLO CELULAR Y LA REPLICACION DEL DNA

El ciclo celular es el proceso por el cual una célula madre se divide y hereda
a las dos células hijas una copia fiel de su material genético, de este modo la
informacién se perpetua y las especies logran la sobrevivencia. Dicho proceso
esta constituido por cuatro etapas bien definidas: G1, S, G2 y M, cuya
consecucion es estricta. Aunque estas fases tienen caracteristicas particulares,
conforman un proceso continuo

Si se consideran todos los factores y procesos involucrados en este ciclo de
duplicacion celular, se puede comprender que para que este proceso ocurra
exitosamente muchos factores deben estar controlados, tales como: ia sintesis y
degradacion de las proteinas, su localizacién celular, su ensamblaje y actividad y
el hecho de que estos eventos se lleven a cabo en los momentos adecuados. Los
mecanismos por los cuales se controlan todos estos procesos fueron inicialmente
descritos en levaduras y posteriormente se han ido encontrando mecanismes y

proteinas homaologas en otros sistemas.

Cinasas dependientes de Ciclinas (Cdks)

En los organismos eucariontes el control de! ciclo celular recae
principalmente en una familia de cinasas dependientes de ciclinas (Cdks),
conservada en la escala evolutiva Se trata de un grupo de cinasas de serina y
treonina, que a su vez son reguladas por la asociacion con diferentes proteinas,
denominadas ciclinas (dado que su concentracion fluctua durante el ciclo celular),

por eventos de fosforilacién y desfosforilacion y por unidn con proteinas



inhibidoras (Sheer y Roberts, 1999; Miller y Cross, 2001). Estas cinasas actuan
sobre una secuencia consenso S/TPXK/R presente en la proteinas blanco y a
través de estas modificaciones se regulan ias interacciones y degradacion de

proteinas gue ejercen impaortantes acciones en cada una de las fases.

La primera Cdk enconirada fue el producto det gene CDC28 en S
cerevisiae o bien cdc2 en S pombe (Reed ef al., 1985; Simanis y Nurse, 1986);
posteriormente, un homélogo de esta proteina fue reportado por Lee y Nurse
(1987) en células humanas y fue mas tarde denominado Cdk1 El porcentaje de
identidad entre las proteinas de levadura y las de humano es alto, siendo una de
las regicnes mas conservadas una secuencia de 16 aminoacidos localizada hacia
el extremo amino terminal, después del dominio de unién de ATP. Dentro de esta
regién se encuentra el motivo PSTAIRE, secuencia de aminoacidos mas
altamente conservada entre todas las Cdks reportadas, a la cual se unen las
ciclinas y que ha servido como base para clasificar las distintas variantes de estas
proteinas (Mironov et al, 1999). A través del uso de PCR, se han ido
descubriendo genes relacionados con cdc2 en gran variedad de organismos
(Lehner y O Farrell, 1990; Milarski et a/, 1991; Paris ef al, 1991) Estas proteinas
presentan variantes a la secuencia consenso PSTAIRE y cubren funciones
diferentes a fas que se han reportado para cdc2 En mamiferos, las proteinas que
conservan fa secuencia PSTAIRE son Cdk1, Cdk2 y Cdk3 (para esta ultima no se
ha encontrado una funcién dentro del ciclo celular) y entre las que tienen

variaciones a dicha secuencia estan Cdk4, Cdk5 y Cdk6



Por lo que respecta a la regulacidn de estas enzimas por eventos de
fosforilacion y desfosforilacién, se sabe que la fosforilacion de un residuc de
treonina dentro del asa T, por una cinasa activadora de Cdks (CAK), es uno de
los factores que contribuyen particularmente a la actividad de las Cdks. Por otra
parte, la fosforilacion de los residuos Tyr 15 y Thr 14, que participan en el sitio de
union del ATP, ejerce un efecto inhibitorio en la actividad de las Cdks; por lo tanto
se establece un balance entre actividades de CAKs y fosfatasas para activar o
inhibir a los complejos que regulan la entrada a la fase S o a la fase M del ciclo

celular (Morgan, 1997).

Ciclinas

Las ciclinas son proteinas que influyen espacial y temporalmente en Ia
actividad de las Cdks; ademas son mediadoras de interacciones especificas con
las proteinas blanco (Miller y Cross, 2001).
Estas proteinas se regulan tanto a nivel de su transcripcidn como a nivel de su
degradacién (por ello la regulacion temporal de las Cdks es tan especifica) y su

localizacion celular varia conforme al ciclo celular (Morgan, 1997).

En cuanto a las ciclinas descritas hasta este momento, se han encontrado
dos grandes categorias: las ciclinas de G1 (D y E) y las ciclinas mitoticas (A y B).
Todas contienen una secuencia conservada de aproximadamente 100
aminoéacidos denominada caja de ciclinas, que media la asociacidn y activacion de
la Cdk; es esta misma secuencia la que sirve como base para la especificidad de

los diferentes complejos ciclina-Cdk (Macl.achlan ef al, 1995)



Las ciclinas mitéticas A y B son proteinas estables comparadas con las
ciclinas de G1; sin embargo, se sabe que estas ciclinas son degradadas
rapidamente en la fase M por un proteasoma sumamente especifico, en el gue
esta implicada la via de ubiquitinacion (King et al, 1996) Estas proteinas tienen
en su secuencia otra regién hacia el extremo amino terminal, denominada caja de
destruccion. Esta region contiene una zona de residuos conservados seguida de
una secuencia rica en lisinas, asi gue probablemente la caja de destruccidon
provea la secuencia de reconocimientc para una enzima conjugadora de
ubiquitina, mientras que la secuencia rica en lisinas provee las secuencias blanco
para la ubiquitinacién.

Por otra parte las ciclinas de G1, D y E son proteinas bastante inestables y
se ha atribuido esta inestabilidad a ta presencia en el extremo carboxilo, de
regiones ricas en aminoacidos PEST, que sirven de blanco para fosforilacion y
protedlisis durante las primeras etapas del ciclo celular (Rechsteiner y Rogers,

1996)

Control en la Fase G1

En levaduras, el control tanto de la transicion G1/S como de la G2/M, es
llevado a cabo por la Cdk ¢dc2/CDC28 formando complejos con ciclinas de G1y
G2 respectivamente (Nasmyth, 1996; Stern y Nurse, 1996) En mamiferos en
cambio, el control de la fase G1 es llevado a cabo por dos de las Cdks con
secuencia diferente a PSTAIRE, unidas a ciclinas de G1

Esta fase G1 es la etapa en la cual factores mitogénicos, de crecimiento,

nutrientes, hormonas, etc. son percibidos e integrados como sefiales de



proliferacion, lo que lleva a la célula a superar un punto de restriccion o
compromiso, después del cual no hay retorno y por ello debera concluirse el ciclo
celular.

El progreso a traves de la fase G1 del ciclo celular es controlado por
complejos ciclina D/Cdk4 6 6, cuya funcion es fosforilar a la proteina del
retinoblastoma (pRb). En un estado hipofosforilado, esta proteina une y secuestra
factores transcripcionales del tipo E2F/DP, cuya funcidon es necesaria para la
transcripcion de proteinas que se requieren en la fase S, tales como: DNA
polimerasa o, DNA ligasa, ciclina E, ciclina A, ribonucleétido reductasa (Dutta y
Stillman, 1992; Sherr, 1994).

Estos complejos ciclina/cinasa también cumplen la funcidén de secuestrar y
fosforilar a los inhibidores p21 y p27 (este ultimo actua sobre el complejo ciclina
E/cdk2 impidiendo su accidén), para con su posterior degradacion, permitir la
transicion hacia la fase S (Sherr y Roberts, 1999)

Una vez fosforilado Rb, el cambio conformacional permite la liberacion de
los factores transcripcionales y el ciclo puede seguir su avance (Nevins, 1998} Se
han encontrado tres fipos de ciclina D: D1, D2 y D3, cuyas actividades no son
redundantes, participando solo dos de ellas de manera activa en la fosforilacion de
Rb (Sherr, 1993); ademas se han visto diferencias en el nivel de expresion de

cada una de ellas dependiendo del tejido (Lew ef al., 1991)



Transicion G1/8

La transicién hacia ia fase S es un paso regulado parcialmente por los
complejos ciclina D/Cdks que persisten en G1 tardio y principalmente por el
complejo ciclina E/Cdk2; entre las funciones que se le han atribuido a este
complejo esta la de cooperar con los complejos de ciclinaD/Cdk4 para continuar
la fosforilacion de Rb (Koff ef af , 1992; Taya, 1997; Lundberg y Weinberg, 1998).
El pico maximo de sintesis del mRNA y de la proteina de la ciclina E se ha
encontrado en G1 tardio (Lew ef a/, 1991) y la actividad maxima del complejo
durante la transicion G1/S (Dulic ef af,, 1992), por lo que se le atribuye un papel en
la capacidad de las células de entrar a la fase S. La microinyeccion de anticuerpos
contra la ciclina E en células de mamifero, inhibe parcialmente la sintesis de DNA

(Ohtsubo et al,, 1995}

Fase S

Una vez superada la transicidén G1/S, la ciclina E comienza a degradarse
rapidamente y principia la acumulacién de la ciclina A, que va en aumento durante
la fase S y permanece hasta antes del comienzo de la metafase (Pines y Hunter,
1991) Durante la fase S, la ciclina A se asocia con Cdk2; en la fase G2 y hasta Ia
metafase se asocia con Cdk1. Se han reportado dos clases de ciclina A: A1y A2
Inicialmente se habia descrito el papel de ciclina A como eminentemente vinculado
a la fase M, dado el rol que desempefa en la parte inicial de esta fase (Nurse,
1994), pero nueva evidencia le ha dado un papel importante en la fase S Al
parecer, aungue el complejo no es indispensable para el inicio de esta fase, su

disrupcion o la de su funcién inhibe 1a replicacion del DNA (Pagano et al, 1992;



Zindy et al., 1992), por lo cual se le ha atribuido la funcién del mantenimiento de la
fase S hasta que se completa la replicacion del material genético

Existen evidencias de que ciclina A, al igual que ciclina E, interacciona con
miembros de la familia de E2F y con Rb y sus homdélogos p107 y p130, lo cual
confirma que una de las funciones de la ciclina es la de ubicar a la Cdk2 cerca del
sustrato que va a fosforilar (Mudryj ef af., 1991} Es interesante el hecho de que la
fosforilacion que lleva a cabo el complejo ciclina A/Cdk2, inhibe la capacidad de
unién del factor transcripcional E2F/DP1 al DNA (Dynlacht ef af , 1997)

Se ha propuesto que esta asociacidon de las ciclinas con los factores
transcripcionales, lejos de reprimir su actividad, la modulan, llevando incluso a la

fosforilacion de proteinas del aparato basal de transcripcion (Hisatake ef al, 1993).

En cuanto a la localizacidon celular de la proteina, estudios
inmunocitolégicos e histoquimicos mostraron que la ciclina A se interna al nucleo
desde que comienza su sintesis (Pines y Hunter, 1991) El patrén de localizacion
nuclear de ciclina A colocaliza con los focos de replicacion del DNA y con PCNA,
lo que da evidencia de su probable participacion en el proceso de replicacion
(Sobczak-Thepot et al,. 1993). Estas evidencias dieron lugar a la busqueda de
proteinas de la horquilla de replicacion que pudieran estar interaccionando con los
complejos de ciclina A/Cdk 2. Para poder determinar esto, se han hecho ensayos
in vitro empleando como modelc de estudio la replicacion del DNA del virus SV40
en extractos de células humanas, adicionandoles los complejos ciclina A/Cdk2
purificados; estos estudios mostraron que el antigeno T requiere de fosforilacion

en un residuo de treonina para adquirir la capacidad de unirse al origen de
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replicacion del DNA viral, aunque esta modificacion no es la responsable de la
actividad replicativa (Ramachandra et al., 1993; D'Urso et af, 1990); también la
subunidad de 34 kDa de la proteina de replicacion A (RPA) es fosforilada (Dutta y
Stillman, 1992) Esta fosforilacién es especifica de ciclina A/Cdk2 y no de ciclina
E/Cdk2 (Horton y Templeton, 1997}, lo cual promueve la sintesis del DNA por la

DNA polimerasa o y estimula fa formacion del complejo de la cadena continua

(polimerasa 6, PCNA y RFC).

Transicion G2/M y Fase M

Una vez pasada la fase S, la ciclina A empieza a asociarse con Cdk1 para
ejercer su accidén en la fase M. Aunque no se tiene claramente establecido el papel
de este complejo en dicha fase, se cree por Ia localizacion del mismo durante este
periodo, que podria estar involucrada en la reorganizacion del citoesqueleto en

preparacion para la mitosis (Verde et al., 1992).

Por otra parte, la ciclina B forma un complejo especifico de la mitosis al
asociarse con Cdk1, es decir el factor promotor de la mitosis o MPF. A pesar de
que la transcripcion y sintesis de esta ciclina empiezan en la fase S, los datos
reportados muestran que la activacidn del complejo no afecta en modo alguno la

fase S (Pines y Hunter 1991; Sherr, 1993)

Como ya se vio, en general el ciclo celular es la consecucion de una etapa

de sintesis y una de segregacion del material genético duplicado Puede verse que

11



se trata de las dos etapas mas importantes del ciclo celular y por o tanto las que
estan mas reguladas. La fase S es de suma importancia dado que el material
genético debe ser copiado de manera fiel, completamente y una scla vez por

cada ciclo celular para que las generaciones subsiguientes sean exitosas

Replicacion del DNA

La replicacién del DNA de los eucariontes se lleva a cabo a partir de
numerosos origenes de replicaciéon y existen origenes de encendido temprano o
tardio. Cuando dos horquillas de replicacién que parten de origenes contiguos se
encuentran en un punto, se ha completado la duplicaciéon del material genético en
esa region. En este proceso interviene un gran numero de proteinas cuyas

funciones se complementan y regulan.

Para que se ileve a cabo el proceso de duplicacion del material genético, se
requiere en primer lugar del reconocimiento de los origenes de replicacion y de la
formacién de complejos pre-replicativos (preRCs); ésta es la parte de la iniciacion
del proceso replicativo.

El reconocimiento de los origenes de replicacion en levaduras y mamiferos
es un proceso secuencial de unién de proteinas (ORCs, Cdc6/Cdit y MCMs).

Primeramente se da la unién, mediante ATP, de un complejo de proteinas
ORC (origin recognition complex) a las regiones del DNA consideradas como
origenes de replicacién. Estas proteinas forman una plataforma de interaccion
proteina-proteina y marcan el sitio al cual habran de liegar todas las demas

proteinas que intervienen en el proceso de apertura de la doble cadena y del
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proceso replicativo en si {Liang ef af, 1995) Las proteinas ORC permanecen
unidas a los origenes a lo largo del ciclo celular vy las proteinas como Cdc6 y el
grupo de las 6 MCMs (mini-chromosome maintenance proteins) se unen a la
salida de M o durante G1 temprano, para separarse nuevamente una vez
disparados los origenes (Liang y Stillman, 1997).

CdcB es la proteina reconocida por el hexamero que forman las diferentes
MCMs, para poder montarse sobre el DNA y formar los preRCs. Al parecer
también juega un papel central en la prevencion del re-encendido de los origenes,
mediando la regulacioén negativa que ejercen las Cdks (Liang y Stillman, 1997) La
localizacion del hexamero de MCMs sobre los origenes se da en la fase G1, estas
proteinas tienen la funcidon de marcar y volver competenies a los origenes para
que pueda empezar la replicacion (Coverley y Laskey, 1994), por lo cual se les ha
atribuido la funcién del factor de licenciamiento. En cuanto los origenes se
encienden, las MCMs, 2, 3 y 5 se separan de los preRCs, mientras que las MCMs

4, 6 y 7 en cambio, permanecen unidas a la horquilla de replicacién (Ishimi, 1997).

Una vez marcados los origenes de replicacion, se requiere de la actividad
de Cdks de fase S asi como del complejo Cdc7/Dbf4 que convierte los complejos
de preiniciacion en una horquilla activa (Dehde ef al., 2001); estos complejos
ciclina/Cdk de fase S, también actuan inhibiendo la reasociacién del complejo de
las 6 MCMs a los origenes encendidos para evitar la re-replicacion (Hua et al,
1997, Tanaka ef al., 1997) La replicacion depende de un periodo de baja actividad
de Cdks durante el cual la sintesis de Cdc6 puede promover el ensamblaje de los

pre-RCs, seguido de un periodo de alta actividad de Cdks, que permite el
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encendido de los origenes (Nasmyth, 1996). Por otra parte las Cdks de fase M
inhiben la formacién del pre-RC, por ello no pueden volver a ensamblarse hasta

que estas Cdks son degradadas al final de M.

Posteriormente entra a la horquilla la actividad de helicasa, la cual logra
separar las dos cadenas del DNA, parte de este trabajo lo realizan las MCMs 4, 6
y 7, formando un hexamero en el cual participan dos unidades de cada una de
estas proteinas (Ishimi, 1997). Ademas de estas proteinas, es indispensabie la
presencia de RPA (proteina de replicacion A), heterofrimero con actividad de
union a cadena sencilla de DNA, lo que contribuye a la separacion de las cadenas
y a mantenerlas en forma lineal (Brill y Stillman, 1989).

Se tienen evidencias de que la asociacion de RPA a los crigenes depende
de la presencia del complejo funcional de las MCMs y que esta regulada por las
actividades de cinasa de fase S. Ademas, el tiempo en el que RPA se asocia a los
origenes, determina el encendido temprano o tardio de los mismos (Tanaka y
Nasmyth, 1998). Sobre un mismo origen se da el ensamblaje de dos horquillas de

replicacion, que correran bidireccionalmente.

La proteina RPA une a la DNA polimerasa a-primasa, quien una vez en la

horquilla sintetiza los cebadores de RNA-DNA de aproximadamente 30
nucledtidos sobre las cadenas continua y retrasada, en direccidon 5-3°, para que

pueda llevarse a cabo la sintesis del DNA. En el cargado de la polimerasa o a los
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origenes activados, se ha visto involucrada la proteina Cdc45, quien es regulada
por fas Cdks de fase S (Mimura y Takisawa, 1998).

El intercambio de polimerasas o y & que se da posteriormente, es mediado
por el factor de replicacién C (RFC) (Tsurimoto y Stillman, 1991)

Una vez sintetizados los cebadores, RFC reconoce la zona de interfase
entre doble cadena y cadena sencilla, uniéndose a esta ultima en el extremo 3" y
en una accion dependiente de ATP, desplaza a la polimerasa o-primasa
compitiendo con ella por la unién a RPA (Yuzhakov et al, 1999). Con esta unién
se logra el cargado del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) a las
horquillas de replicacion; la funciéon de esta proteina es contribuir a incrementar la
procesividad de la DNA polimerasa & para que pueda llevar a cabo su funcién
eficientemente. Para montar sobre el DNA a la DNA polimerasa §, esta enzima
compite con RFC por unirse a RPA (Yuzhakov et a/, 1999); este reciutamiento da

la pauta para el paso a la etapa de elongacion.
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Ya formados los cebadores sobre las cadenas molde, prosigue la etapa de
elongacion, que es aquella en la cual se sintetizan las dos cadenas
complementarias del DNA. La sintesis llevada a cabo por el complejo DNA
polimerasa 8-PCNA es procesiva y continua por al menos 5-10 kb El intercambio
de polimerasa o y polimerasa 8 se lleva a cabo durante la formacion del cebador
de la ca‘dena continua y en cada uno de los fragmentos de Okazaki y es asi en
gran medida debido a la propiedad sintética distributiva de la polimerasa o-
primasa (Waga y Stillman, 1996). En la sintesis de los fragmentos de Okazaki,
actua la polimerasa & y la sintesis se da de manera procesiva hasta que esta

enzima se topa con el cebador del fragmento anterior.

Una vez que dos horquillas de replicacion convergen en un punto, se da la
terminacion. Para que se lleve a cabo la maduracién de los fragmentos de
Okazaki, se tienen que remover los cebadores de RNA, rellenar con
desoxirribonucledtidos los huecos que quedan después de eliminar los cebadores
y finalmente unir estos fragmentos. En el proceso de remocion de los cebadores
se han postulado dos modelos, en el primero actuan la RNasa H1 y FEN1
(Murante ef al, 1996), en el segundo participan: Dna2 y FEN1 (Bambara et af
1997). En cuanto al procesoc de completar los huecos y sellar los tramos

independientes, participan las DNA polimerasas 6 o ¢ y la DNA ligasa |

Regulacion de la Replicacion por Fosforilacién
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Como se puede observar, el proceso de replicacion es bastante complejo y
su requlacion dentro del ciclo celular también lo es

Dado que una célula no puede comenzar a duplicar su material genético
hasta que se tiene certeza de que todo en el entorno es adecuado y de que estan
disponibles los elementos necesarios para que se lleve a cabo de manera
continua y eficiente, se requiere de un control muy efectivo y la etapa sobre la que
hay mayor regulacidn, es la de iniciacion.

Como ya se vio anteriormente, el encendido de los origenes de replicacion
requiere la participacion de complejos ciclina/Cdk de fase S. Dados los tiempos en
que se cree que deberian de ocurrir los eventos de fosforilacion de las diferentes
proteinas, se ha propuesto que sean los complejos de ciclina E/Cdk2 y ciclina
AICdk2 los que estén involucrados en la etapa de iniciacidn,

Aungue los datos son contradictorios en ocasiones, el complejo de ciclina
E/Cdk2 parece jugar un papel central en el control de la entrada a ia fase S,
mientras que el complejo formado con la ciclina A, se asocia con el mantenimiento

de esta misma fase (Sherr, 1994).

Por lo que respecta a otras proteinas involucradas en los complejos de
iniciacion e inclusive durante las etapas de elongacion y terminacién, se ha
encontrado evidencia de cambios en el estado de fosforilacion en varias de ellas,
lo que lleva a cambios en su capacidad de interaccionar con las demas proteinas.

Una de ellas es precisamente la DNA polimerasa a-primasa, cuya actividad se ha
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encontrado implicada tanto en el proceso replicativo, como en el control del ciclo
celular (Foiani ef af, 1997)

Esta enzima, aislada a partir de diferentes especies, se ha encontrado que
esta compuesta por cuatro subunidades de aproximadamente 180, 70, 58 y 48
kDa, de las cuales, la subunidad de 180 kDg es la que posee la capacidad
catalitica de polimerasa, la de 70 kDa se piensa que tiene una funcion regulatoria
y las de 58 y 48 kDa tienen asociada la actividad de primasa (Wang, 1996). Se ha
reportado que la concentracidn de la enzima es constante a través del ciclo celular
(Wahl et al., 1988).

Varios reportes muestran que las subunidades de 180 y 70 kDa se
fosforilan in vitro por complejos ciclina/Cdk en ciertos residuos, que coinciden
perfectamente con los que se han encontrado fosforilados in vivo (Nasheuer ef af,
1991, Voitenleitner et al, 1999) En general estos estudios muestran que la
actividad de polimerasa no se afecta; sin embargo, |a actividad de primasa si se
incrementa (Voitenleitner ef af., 1997). Ensayos mas especificos empleando como
modelo la replicacion del DNA del SV40, han mostrado que la fosforilacién de la
polimerasa o por complejos ciclina E/Cdk2 afecta a las subunidades de 180 kDa y
70 kDa y estimula el inicio de la replicacién. Por otra parte, la fosforilacion por
complejos ciclina A/Cdk2 también afecta a ambas subunidades, encontrandose
gue el tratamiento de la subunidad de 70 kDa con tripsina, genera un fosfopéptido
que comprende los residucs 141-160 y parece jugar un papel determinante en la

actividad replicativa, ya que al mutar los residuos blanco de Cdks comprendidos
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en este péptido, dicha actividad se inhibe (Voitenleitner ef af, 1997; Schub et al,
2001)

Los resultados de estos trabajos de fosforilacion in vifro, parecen mostrar
que cuando la fosforilacion ocurre sobre la subunidad de 180 kDa o bien sobre las
subunidades de 180 Y 70 kDa, la capacidad de la holoenzima para iniciar la
replicacion de SV40 se inhibe; por el contrario, si solamente se fosforila ia
subunidad de 70 kDa, la capacidad de iniciacién se activa (Schub et al, 2001) La
forma hiperfosforilada de la enzima (ambas subunidades), muestra menor afinidad

por DNA de cadena sencilla

Ademas, datos in vivo han revelado que la polimerasa en las células en
G1/S presenta un patréon de fosforilacion igual al encontrado al someter a la
polimerasa a ensayo de cinasa con complejos ciclina E/Cdk2, mientras que en las
células de G2 el patron es igual al encontrado al someter a la enzima a

fosforilacién por complejos ciclina A/Cdk2 (Voitenleitner et al., 1999)

Por otro lado, se ha visto la existencia de dos subpoblaciones de la DNA
polimerasa « inmunolégicamente diferentes; una de ellas se trata de una forma
hipofosforilada de la polimerasa que se asocia con la fosfatasa PP2A y con
complejos ciclina E/Cdk2 en G1 y la otra es una forma fosforilada que se asocia
con complejos ciclina A/Cdk2 en S y G2. Importantemente, la forma hipofosforilada
colocaliza con MCM2 (quien solo participa en el encendido de los origenes y

después es excluida de ellos) en nucleos obtenidos de células en fase S y su
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presencia precede a la incorporacion de bromodesoxiuridina (BrdU), mientras que
la forma fosforilada colocaliza con los focos de replicacion, pero no con MCM2
(Dehde et af, 2001), lo gue sugiere que la forma hipofosforilada participa en los
origenes de replicacion y la forma fosforilada en la sintesis de los cebadores para

el comienzo de [a replicacion.

Otra proteina de gran importancia por su participacion en las horquillas de
replicacién (y en otros procesos celulares como reparacion) es PCNA  Varias
evidencias han mostrado a PCNA asociada a p21, un inhibidor de Cdks, en
complejos con diversos pares ciclina/Cdk, por lo cual se ha sugerido que tiene un
papel de conector o adaptador de sustratos a la cinasa que habra de modificarlos.
Este es el caso del complejo ternaric que forma con ciclina A/Cdk2, el cual
fosforila la region de union a PCNA de la subunidad mayor de RFC y también
fosforila a la DNA ligasa {Koundrioukoff ef al, 2000).

También, como ya se menciond antes, se sabe que dos de las tres
subunidades que componen a RPA se fosforilan; en el modelo de replicacion de
SV40 se ha visto que esta fosforilacidn es dependiente del cicio celular y
necesaria para la interaccion con el antigeno T y la unién de ambas proteinas al
origen (D'Urso ef al,, 1990; Dutta y Stillman, 1992); a diferencia de los sistemas
eucaridticos, en que la fosforilacion de las MCMs inhibe su reensamblaje, la
fosforilacion del antigeno T promueve su unidn al origen de replicacion del SV40
(Hua ef al, 1997; Tanaka et al, 1997). Al parecer RPA también se fosforila por
accion de la DNA-PK y esta fosforilacion promueve su actividad como enzima

reparativa, mientras gue inhibe su funcion replicativa (Brush ef al., 1994).
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EL CICLO CELULAR EN PLANTAS

El ciclo celular es un proceso vital y a pesar de no ser idéntico en todos los
organismos estudiados hasta ahora, muchas de las proteinas o al menos de las
funciones se han conservado desde las levaduras hasta los mamiferos Desde la
década pasada se han hecho grandes esfuerzos por dilucidar si estas funciones

también se encuentran representadas en las plantas.

Hasta hoy, se han encontrado en células vegetales diversas ciclinas y Cdks
por su parecido en secuencia con las de mamiferos y, al parecer, cubren
funciones similares a las encontradas en estos organismos (Huntley y Murray,

1999; Mironov ef al., 1999).

Cinasas dependientes de Ciclinas

Por lo que respecta a las ciclinas se han encontrado y clonado un gran
numero de proteinas relacionadas a cdc2/CDC28, ejemplos de ello se han
encontrado en tabaco (Setiady ef a/, 1996), maiz (Colasanti ef al., 1991), arroz
(Umeda ef al , 1999) y alfalfa (Magyar ef a/, 1993).

Se han clasificado en tres grupos: tipo A, las que poseen la secuencia
PSTAIRE, tipo B las que tienen secuencias relacionadas pero no iguales y el
tercer grupo lo conforman las gue no tienen secuencias relacionadas pero se les

ha encontrado asociacion con ciclinas (Mironov ef al., 1999).
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Este hecho contrasta con lo reportado para mamiferos, dado que las Cdks
de plantas que actuan preferentemente en G2 y M son las tipo B (no poseen
secuencia PSTAIRE), mientras que las tipo A presentan alta actividad en S, G2 y
M: estas Cdks se ubican en nucleo durante la interfase y la profase temprana
{(Mironov et al., 1999) No se han encontrado homologos con las cinasas de G1 de
mamiferos

Aungue no se tiene bien establecido el papel que juegan estas Cdks en
cada una de las especies en que se han aislado, en A. thafiana se ha visto que la
regulacién negativa de CDC2aAl, es suficiente para comprometer la velocidad de
proliferacion y otros aspectos de la divisién como la orientacion de los planos de

division y el control del tamarfio celular (Hemerly et af, 1995).

Ciclinas

En cuanto a las ciclinas, pasa algo similar a lo que se describid para las
Cdks. Se han encontrado diversos homélogos en organismos como: alfalfa (Dahl
et al, 1995), Arabidopsis (Day et al, 1998; De Veylder ef al, 1999) y maiz
(Renaudin et al,, 1994} . Estas proteinas han sido clasificadas en nueve tipos de
acuerdo a la caja de ciclinas que presentan: A1, A2, A3, B1, B2, D1, D2, D3y D4
(Renaudin et al, 1996). En general, la expresién de estas ciclinas corresponde en
tiempos del ciclo celular con sus contrapartes en mamiferos; al parecer la ciclina
D3 en Arabidopsis esta involucrada en la percepcion del estimulo generado por
citocininas y se sugiere que cumple un papel en la transicion G1/S (Riou-Khamlichi

etal, 1999).
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Las ciclinas A y B se expresan en S/G2/M y G2/M respectivamente, de
manera similar a como ocurre en mamiferos (Huntley y Murray, 1999) De
cualquier manera y como ocurre en estos sistemas, se siguen encontrando genes
con secuencias de ciclinas cuya participacién en el ciclo celular no es clara y al
mismo tiempo, aspectos de las ya clasificadas que no son los que se esperarian
para ese tipo de ciclina. Las diversas formas encontradas dentro de cada clase de
ciclinas han mostrado no ser redundantes, por ejemplo Cyc B1;1 tiene una
localizacién predominantemente nuclear mientras que Cyc B1,2 presenta un
comportamiento sumamente parecido a la ciclina B de humanos, permaneciendo
en citoplasma hasta un poco antes del desensamblaje de ia membrana nuclear

(Mironov et al., 1989).

Otras Proteinas Homdlogas

En plantas también se han encontrado otras proteinas que guardan
homologia y corresponden en funcidon a las de humano. En A. thaliana se ha
encontrado un homodlogo de Cks1/Suci (subunidad de Cdks) que es capaz de
unirse in vitro a Cdks tipos A y B, rescatando una mutante termosensible de cdc2
cuando se expresa en concentraciones bajas a moderadas; en concentraciones
altas, esta proteina detiene el ciclo celular (De Veylder et af, 1997) También en
Arabidopsis thaliana se han reportado CKis (inhibidores de Cdks) que han
mostrado tener la misma actividad de union a complejos ciclina/Cdk e inhibicion de
la actividad de la cinasa y por lo tanto de la progresion del ciclo celular, que se ha

visto previamente en mamiferos (Wang et af, 1997)
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De importancia especial fue el hallazgo en maiz, de cDNAs homdlogos de
Rb de humano (Grafi ef al , 1996; Xie et af , 1996; Ach et al., 1997) El producto de
una de estas clonas interacciona in vitro con ciclinas D de A. thaliana (Huntley et
al , 1998), asi como con homélogos de E2F en trigo (Gutiérrez, 1998). Se ha visto
que el papel de este factor transcripcional en plantas, es al parecer igual al que se

ha demostrado en metazoarios (Helin, 1998).

De esta manera, se tiene un panorama muy general y aun incipiente de la
regulacién de ciclo celular en plantas; sin embargo, las evidencias muestran que
en gran medida los mecanismos se han conservado a lo largo de toda la escala

evolutiva de los eucariontes.
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ANTECEDENTES

Los tiempos en los que se llevan a cabo algunos eventos del ciclo celular en
maiz han sido determinados Se ha visio que la fase de sintesis del DNA
comienza entre las 12-15 h de imbibicidn y que las primeras figuras mitoticas
aparecen entre las 24-28 h (Baiza ef af, 1989). Cuando se emplea la citocinina
sintética, benciladenina (BA), el tiempo en el que comienza la fase de sintesis del
DNA se acorta notablemente, principiando entre las 4-6 h y al mismo tiempo la
aparicion de figuras mitbticas también ocurre mucho antes, entre las 15-18 h

(Reyes-Jiménez et af , 1991).

Se ha visto que la BA estimula el metabolismo de DNA promoviendo la
actividad de las DNA polimerasas (Vazquez-Ramos y Réyes, 1990). El efecio
estimulante de la sintesis de DNA, no se presenta cuando se adiciona a-amanitina
junto con la hormona, indicando que el efecto probablemente no se debe solo a la
activacion de las enzimas, sino también a la expresidon de los genes
correspondientes (Vazquez-Ramos y Reyes, 1990).

En ensayos de actividad de polimerasa, se encontré que tanto la DNA
polimerasa 1 como la DNA polimerasa 2 se estimulaban en presencia de
citocininas. Para la DNA polimerasa 1 se encontraron incrementos en la actividad
de 294% a las 6 h de germinaciény 145% a las 20 h de germinacién, con relacion

a la actividad presente en ejes control a las mismas horas de germinacion,
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mientras que para la DNA polimerasa 2 los incrementos en la actividad fueron de

475% y 285% a las 6 y 20 horas respectivamente (Gdmez-Roig, 1998)

En la literatura se ha reportado la existencia de modificacion de polimerasas
tipo o por fosforilacién, entre ellas la de maiz (Nasheuer et af, 1991,
Ramachandra et al,, 1993; Park ef al., 1995; Coello y Vazquez-Ramos, 1995). El
estado de fosforilacion de la enzima de maiz, cambia conforme la germinacion
avanza, alcanzando el pico maximo de incorporacién de marca radioactiva en gjes
control, entre las 11-14 h, [o que corresponde al tiempo en el que se inicia la
replicacion (Baiza et al, 1989). Este fosfato incorporado permanece al menos
hasta las 24 h, después de las cuales ocurre desfosforilacion, para volver a

observarse fosforilacion hacia las 48 h (Coello y Vazquez-Ramos, 1995)

Como se menciona en la introduccién, no hay un consenso acerca de cémo
el estado de fosforilacidn de las polimerasas afecta a la actividad catalitica. En el
caso de maiz, la fosforilacidén in vitro de la enzima de 3 h de germinacién con
caseina cinasa ll, no causé alteracion alguna en la actividad o procesividad de
esta enzima (Coello y Vazquez-Ramos, 1995) Sin embargo, el tipo de cinasa
empleado podria no haber fosforilado los residuos criticos y ello deja abierta la
posibilidad de probar otro tipo de cinasas, especialmente tas Cdks por su papel

regutatorio dentro del ciclo celular
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En maiz se ha visto que inmunoprecipitados de PCNA con anticuerpos
homalogos, traen consige una actividad de cinasa que fosforila tanto a la histona
H1 como, y muy importantemente, a la proteina Rb. La fosforilacion de Rb_
disminuye cuande¢ los inmunoprecipitados son preincubados en presencia de
cualquiera de dos analogos de purina, roscovitina u olomoucina, que inhiben
selectivamente la actividad de las Cdks (Sanchez et al, 2002).

En estos mismos inmunoprecipitados se ha encontrado una ciclina D
putativa (reconocida por anticuerpos heterdlogos) (Herrera-Teijeiro et al., 2000)
La formacién del complejo se observa hasta las 15 h de germinacién y

posteriormente a este tiempo, la ciclina D se degrada (Cruz-Garcia ef al, 1998)

Anticuerpos dirigidos contra la region PSTAIRE reconocen en estos
inmunoprecipitados dos bandas de alrededor de 32 kDa y 36 kDa. Ensayos de
curso temporal mostraron que la banda de 36 kDa se incrementa conforme
avanza la germinacion, mientras que la de 32kDa disminuye y desaparece hacia
las 15 h (Sanchez ef af, 2002).

Se compard la actividad de los inmunoprecipitados de PCNA con la de
precipitados con la proteina p135”°1, que une fuertemente a las Cdks. Estos
ensayos mostraron que los inmunoprecipitados de PCNA presentaban actividad
en las primeras horas de la germinacién , mientras que los precipitados de p13°'®'
presentaban actividad en tiempos tardios de la germinacién. Curiosamente, soio la
proteina de 36 kDa se une a p13%*°' (Sanchez ef a/, 2002). Esto correlaciona con
lo reportado por Grafi y Larkins (1995) acerca de una cinasa de endospermo de

maiz, que fosforila a la histona H1 y se une a E2F y E1A, pero no se une a SucT,
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esta cinasa no aparece en células mitéticas del endospermo. También Magyar et

3Suc1 ,

al. (1993) reportaron la presencia de una cinasa que no une a p1 en

inmunoprecipitados de ciclina A de células de alfalfa en fase S temprana
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HIPOTESIS

Dado que la benciladenina adelanta los eventos del ciclo celular, se espera
gue la fosforilacidn de la DNA polimerasa 2 de maiz ocurra en tiempos anteriores
en los ejes {ratados si se les compara con los ejes control. Esta fosforilacidon
podria correlacionarse con los cambios en la actividad de las polimerasas, estando

involucradas Cdks que se expresan en la transicion G1/Syen S,
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OBJETIVOS

+ Buscar complejos ciclina/Cdk de la transicién G1/S o de fase S y para determinar

si pudieran estar involucrados en la fosforilacion de las DNA polimerasas 1y 2.

+Determinar si el patron de fosforilacion de la DNA polimerasa 2 cambia por la
accion de posibles complejos ciclina/Cdk, obtenidos a partir de exiractos proteicos

de diferentes tiempos de germinacion confrol y estimulada.

+Establecer si se dan cambios en la actividad de las enzimas replicativas, que

correlacionen con el cambio en el estado de fosforilacion.
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MATERIALES Y METODOS

Material Biologico:

Se emplearon semillas de maiz variedad chalquefio, obtenidas de un
proveedor en ef Valle de Chalco, Edo de México

Durante este estudio se emplearon ejes embrionarios, los cuales fueron

obtenidos por diseccion manual y almacenados a 4°C hasta su utilizacién

Obtencién de los extractos celulares
-Prueba de actividad estimulante de benciladenina

Esta prueba se hizo por triplicado tanto para ejes control como para ejes
tratados con BA 1x10°M, para determinar si fa solucidén de la cifocinina a emplear
en los experimentos de actividad, era capaz de estimular la proliferacién celular.
Se incubaron 10 ejes embrionarios con 100 uL de solucidbn amortiguadora de
imbibicion y 20 uCi/fmL de [°H]-timidina en una caja Petri, durante 6 h (tiempo en el
cual se detecta un pico de incorporacion) a 25°C.
Después de transcurrido el tiempo de incubacion, se lavaron los ejes con citrato de
sodio al 1% y se homogeneizaron en un Polytron con 12 mL de solucion
amortiguadora de homogenado para prueba de incorporacion de [*H]-timidina. Al
homogenado se le adiciond TCA al 10% y se incubé en hielo durante una h para
precipitar los acidos nucléicos. Una vez transcurrido el tiempo, el homogenado se
filtrd al vacio a través de filtros de fibra de vidrio (GF/C, Whatman), lavando dos

veces el tubo con TCA 2% y después con etanol lLos filtros se secaron
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completamente en una estufa a 54°C y por ultimo se transfirieron a frascos viales
con 2 5 mL de liquido de centelleo; la lectura de la marca incorporada al DNA fue

detectada por un contador de centelleo.

-Imbibicidon de ejes embrionarios.

Para preparar los extractos a partir de los cuales se obtuve la fuente de
cinasa, se emplearon 25 ejes por tiempo y condicion {control o estimulada por BA).
Todos los pasos se llevaron a cabo en condiciones de esterilidad, bajo una
campana de flujo laminar. Los ejes se desinfectaron con una solucidn de
hipoclorito de sodio 0.1% durante 30 seg y posteriormente se lavaron con agua
destilada y desionizada estéril para eliminar los restos de la solucion anterior.
Después del paso de desinfeccion, los ejes se dejaron secar sobre un papel filtro
estéril durante 20 min. Posteriormente, se colocaron en cajas Petti con un papel
filtro Whatman 3 mm (también estéril) y se les adicicnd 1.2 a 1.5 mL de solucidn
amotiguadora de imbibicion, suficiente para cubrirlos sin llegar a quedar flotando.
En el caso de ios experimentos con hormona (benciladenina), la concentracién
final empleada en el amortiguador de imbibicion fue 1x10°M.

Los ejes se incubaron a 25°C durante los tiempos requeridos, verificando
que siempre tuvieran suficiente cantidad de la solucibn amortiguadora de

imbibiciéon.

Se usaron ejes embrionarios de semilla seca para la purificacion parcial de

las DNA polimerasas. En este caso se emplearon 3 g de ejes embrionarios dado
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que el extracto proteico tuvo que pasarse a través de dos columnas

cromatograficas para su semipurificacion

-Obtencion del extracto proteico

Todos los pasos se llevaron a cabo a 4°C y en presencia de una mezcla de
inhibidores de proteasas para evitar la degradacion proteica.

Una vez embebidos los ejes embrionarios por el periodo de tiempo
cfeseado,_ se molieron manualmente en mortero con 1 mbL de solucidon
amortiguadora de homogenado igual para todos los tiempos manejados. El
homogenado obtenido se centifugd a 10,500 g durante 15 min con el fin de
eliminar la mayor parte de los restos celulares y de lipidos. El sobrenadante fue
pasado a ofro tubo y posteriormente centrifugado a 130,000 g durante 1 h con el
fin de eliminar completamente restos celulares y lipidos que pudiesen interferir en
los ensayos de fosforilacién in vifro y actividad de las enzimas en estudio
Después de este ultimo paso, los sobrenadantes fueron alicuotados y congelados
a —70°C hasta su utilizacién

Es importante hacer notar que una misma alicuota no se empled mas de

tres veces para evitar resultados inciertos debido a la descongelacion.

-Semipurificacion de las DNA polimerasas

El extracto proteico para la obtencion de las polimerasas se prepard
bajo el mismo procedimiento de homogeneizacion y centrifugaciones descrito
antes Dicho extracto fue sometido a una cromatografia de intercambio iénico a

través de DEAE-sefarosa; se empled una columna de 30 mL de resina, que se fue
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empacada manualmente. Todos los pasos del proceso cromatografico (lavados,
cargado y elucion) se llevaron a cabo de manera automatizada en un FPLC.

La columna se lavd con 10 volimenes de cama de la solucion
amortiguadora A, posteriormente se cargd el exiracto proteico obtenido a un flujo
de 0.5 mL/min; la columna se lavo con 5 volumenes de cama de la solucién
amortiguadora A, en esta fraccion no retenida eluye la DNA polimerasa 1 Para
eluir las proteinas unidas a la resina, se hizo pasar un gradiente de 40-400 mM de
fosfatos (solucion amortiguadora Ay solucién amortiguadora B), la DNA
polimerasa 2 eluye en estas fracciones, a una concentracidon aproximada de
120mM de fosfatos. Esta polimerasa 2 fue posteriormente pasada a través de una
columna de seudoafinidad de heparina-sefarosa; se empleé una columna
preempacada de Heparin-HiTrap (Pharmacia) de 1 mL. La columna se lavé con 5
volumenes de cama de la solucidn amortiguadora C, posteriormente se cargd un
concentrado de las fracciones de DEAE donde habia aparecido la actividad de la
enzima, a un flujo de 0.5 mL/min; la columna se lavé con 5 volumenes de cama de
la solucién amortiguadora C. Para eluir a la polimerasa 2 que se gueda unida, se
hizo pasar un gradiente de 150-1500 mM de NaCl (solucién amortiguadora C vy
solucién amortiguadora D), la polimerasa 2 eluye a una concentracién aproximada
de 830 mM de NaCl.
el método de Bradford

Se determind la absorbancia de los extractos proteicos a 280 nm, tanto los
crudos, como los semipurificados de [as DNA polimerasas, para tener una nocion

de la cantidad de proteina presente en ellos
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Por otra parte, se preparé una curva patrén de albUmina sérica bovina
(BSA) con un rango de 0-20 pg de proteina/mL, empleando el reactivo Bio-Rad
protein assay (Bio-Rad), 200 QL del reactivo, volumenes crecientes de la solucion
concentrada de BSA y el agua necesaria para llegar a 1mL, las absorbancias
fueron determinadas a 595 nm. En la determinacién de la cantidad de proteina
total contenida en los extractos y las fracciones se tomaron 200 plL del reactivo, 1
ul del extracto ¢ fraccidon proteica y 799 ul de agua destilada; los datos obtenidos
fueron interpolados en la curva, obteniéndose una estimacién cuantitativa de
proteina en cada exiracto Con estos datos se hizo una calibracion
espectrofotométrica de todos los extractos de diferentes tiempos a usar en las

inmunoprecipitaciones.

Ensayos de fosforilacion
-Acoplamiento de anticuerpos contra ciclinas A o D a la proteina A-agarosa

Para este protocolo, se acoplé un volumen de entre 5-10 pl de un
anticuerpo heterblogo dirigido contra las ciclinas A de humano (Santa Cruz
Biotechnologies H-432) o Dy de humano (Santa Cruz Biotechnologies H-295) a 50
ub de proteina A-agarosa (Boehringer); en los casos en que se empled un
volumen pequefio de anticuerpo, se diluyd éste con 5 uL de soluciébn A. La
reaccion de acoplamiento se incubo durante 12 h a 4°C en agitacion suave. Se
retiré el sobrenadante y se lavo la resina con solucién A tres veces durante 10 min
cada una La resina fue conservada en solucion A a 4°C hasta el momento de su

uso
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-Inmunoprecipitacion de ciclinas A o D

Se tomaron volimenes de resina de entre 50-80 plL (segun la eficiencia del
acoplamiento) y se pusieron en tubos eppendorf, se retiraron los sobrenadantes y
se les adicion® un volumen equivalente a 100 g de proteina total de extracto de ios
diferentes tiempos empleados. Las reacciones se incubaron durante 12 h en
agitacion a 4°C Al término de la incubacion se lavaron los inmunoprecipitados con
solucion TSA, tres veces durante 15 min cada una, una vez lavados se emplearon

para los ensayos de fosforilacion.

-Acoplamiento de anticuerpos contra PCNA a la resina CNBr-sefarosa

Para este proceso se acopld un anticuerpo homdlogo dirigido contra la
proteina PCNA de maiz, a una resina CNBr-sefarosa (Amersham). Se
resuspendieron 0 2 gr. de la resina en 1 mL de HCL 1 mM y se incubé durante 30
min a 4°C; la resina fue lavada 15 veces de manera rapida a la misma
concentracion de HCI y finalmente con amortiguador de acoplamiento pH 8.3 Los
anticuerpos fueron diluidos en proporcidon 1:3 con solucién de acoplamiento y la
reaccion se dejé proceder durante 12 h a 4°C, en agitacion suave En cada
ocasién que se llevd a cabo este proceso de acoplamiento se realizd una
comprobacion de la eficiencia de unidén del complejo PCNA-ciclina-Cdk, que
permitid establecer la cantidad de resina a emplear para bajar una cantidad

suficiente del complejo para los ensayos de fosforilacion.
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-Inmunoprecipitacion de PCNA

Se tomaron volumenes de 50 ulL de resina acoplada con el anticuerpo
contra PCNA en tubos eppendorf, se les retird el sobrenadante y se les adiciond
una cantidad de extracto proteico equivalente en todos los casos a 100 pg de
proteina total de los exiractos control y con BA de los diferentes tiempos
empleados. Las reacciones se incubaron durante 12 h en agitacion a 4°C Al
término de la incubacién se lavaron los inmunoprecipitados con solucion TSA, tres
veces durante 15 min cada una, una vez lavados se emplearon para los ensayos

de fosforilacion.

-Ensayos de fosforilacion in vitro con [y**P] ATP

Los inmunoprecipitados de PCNA fueron lavados con solucion
amortiguadora para ensayo de cinasa, antes de someterlos al ensayo de
fosforilacién. Todos los ensayos se llevaron a cabo en un volumen final de 40 pl;
se emplearon 4 pg del concentrado de fracciones de DNA polimerasa 2 0 40 ng de
histona H1, 20 uM de ATP frio, 5 uCi/mL de ATP marcado con [y**P] y se emplea
un volumen de solucion amortiguadora para ensayo de cinasa, que tenga las
concentraciones establecidas en el apéndice de soluciones Para completar el
volumen hasta 40 uL, se empled agua destilada y desionizada. Las reacciones se
incubaron a 37°C durante 30 min Una vez ftranscurrido el tiempo se
desnaturalizaron las proteinas adicionando solucidn amortiguadora de carga vy
calentando las muestras a 90°C. Las proteinas fueron cargadas en geles de

poliacrilamida y sometidos a SDS-PAGE; los geles fueron transferidos a papel de
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nitrocelulosa (Immobitdon, Millipore) para realizar las inmundetecciones vy

posteriormente fueron secados para exponerlos a autorradiografia

-Acoplamiento de anticuerpos contra la DNA polimerasa 2 a la proteina A-agarosa

Para este protocolo, se acoplé un anticuerpo homélogo dirigido contra la
holoenzima de la DNA polimerasa 2 de maiz a proteina A-agarosa (Boheringer);
para hacerlo, se emplearon 10uL del anticuerpo y 60ul de proteina A-agarosa. La
reaccion de acopiamiento se incubd durante 12 horas a 4°C en agitacion suave
Se retird el sobrenadante y se lavd la resina con solucidn A tres veces durante 10
minutos cada una. La resina fue conservada a 4°C en solucién A, hasta el

momento de su uso.

-Inmunoprecipitacion de DNA polimerasa 2

La resina acoplada con el anticuerpc contra la polimerasa 2 (60 ulL) fue
incubada con un volumen de 10 pL del concentrado de polimerasa eluida de
heparina; la reaccion de inmunoprecipitacion se dejo transcurrir por un periodo de
12 h a 4°C en agitacion suave. Los inmunoprecipitados de la polimerasa 2 fueron

lavados tres veces con solucién A, durante 15 min cada uno.

Determinacion de la actividad de las DNA polimerasas
-Activacion de DNA de alto peso molecular
Se solubilizaron DNA de timo de ternera (Sigma) o de DNA de esperma de

salmoén (Boehringer) y albumina sérica bovina (BSA), ambos en concentracion
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final de 0.5 mg/mL, en solucidén amortiguadora para activacion de DNA. El proceso
de solubilizacion se llevd a cabo en agitacion suave a 4°C durante tfoda la noche.
LLa disolucion anterior se hizo reaccionar con 1 ug de DNasal, a 37°C durante 15
min; finalmente se desnaturalizé la nucleasa calentando a 77°C durante 5 min y se

guardo la solucion a ~20°C hasta su utilizacion.

-Determinacion de actividad de DNA polimerasa post-fosforilacion in vitro

Para estos ensayos se realizd primeramente la fosforilacion in vitro de las
polimerasas, tal y como se describe en el apartado “Ensayos de fosforilacion in
vitro con [y**P] ATP” La actividad de DNA polimerasa fue ensayada en un
volumen final de 50 6 25 pul; para ello se tom6 un volumen de 5 ¢ 10 pl de la
fraccion previamente fosforilada in vifro, y se le adicionaron 20 6 40 plL
respectivamente de la solucion amortiguadora para ensayo de actividad de DNA
polimerasa. Las reacciones se incubaron a 37°C durante 30 min, pasado este
tiempo la reaccidn se detuvo adicionando TCA 10% para desnaturalizar a las
enzimas y precipitar también los acidos nucléicos La radiactividad insoluble en
TCA se colectd fillrando al vacio a través de filtros de fibra de vidrio (GF/C,
Whatman); una vez secos los filtros se transfirieron a frascos viales con 2.5 mL de
liguido de centelleo vy la lectura de la marca incorporada al DNA fue detectada por

un contador de centelleo.
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RESULTADOS

Los datos presentados en los antecedentes acerca de la fosforilacion de las
DNA polimerasas de maiz, nos llevaron a proponer que el efecto estimulante de la
BA sobre la actividad de polimerasas observado en maiz, podria tener una
correlacién con la fosforilacién especifica por Cdks. De ser asi, la fosforilacion
deberia acelerarse en ejes tratados con respecto a los ejes control y la
fosforilacién in vitro por complejos ciclina/Cdk deberia provocar una modificacion

en la actividad de ias DNA polimerasas.

Inmunodeteccion de ciclina A y actividad de cinasa

Partiendo de esta idea, se decidié buscar en maiz una ciclina tipo A e
intentar su inmunoprecipitacién en el complejo con su Cdk, para determinar en
ensayos de fosforilacion in vitro si la fosforilacion de las DNA poilimerasas 1y 2
(tipos & y o respectivamente) por este complejo provocaba cambios en su
actividad; ademas para conocer el probable efecto de la BA. Para llevar a cabo
este propédsito, se tenia el precedente de que en alfalfa ya se habia logrado
inmunoprecipitar una ciclina A con anticuerpos heterdlogos (contra la proteina de
humano), que bajaba consigo una actividad de cinasa sobre histona H1 (Magyar et
al , 1993); ademas, en nuestro laboratorio se habia seguido este mismo protocolo
para inmunoprecipitar a la ciclina D, obteniéndose resultados exitosos (Cruz-

Garcia et al., 1998).
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Para lograr el objetivo de inmunoprecipitar a la ciclina A, se contaba con
anticuerpos heterdlogos contra la proteina de humano preparados en conejo
(Santa Cruz Biotechnologies). Lo primero que se hizo fue comparar los ¢cDNAs
reportados de dos ciclinas A1 putativas de maiz (Renaudin et al,1996), con la
secuencia de la ciclina A de humano. Se llevé a cabo un alineamiento entre las
secuencias de la ciclina A de humano y las ciclinas de maiz, Zeama;CycA1;1
(Renaudin et al., 1994) y Zeama;CycA1;2 (Hsieh y Wolniak, 1998} El porcentaje
de identidad entre las dos proteinas de maiz fue de 74 9%, al comparar cada una
de ellas con la de humano, los porcentajes de identidad fueron de 30 5% y 31 1%
respectivamente. Este porcentaje de identidad hacia pensar que el uso de los
anticuerpos heterélogos probablemente llevaria ai reconocimiento de las proteinas
de maiz.

Teniendo todo esto presente, se determinaron las condiciones para
inmunodetectar la o las proteinas homdlogas en maiz. Se logrd la identificacion de
una ciclina A putativa en exiractos crudos de maiz. La proteina identificada
predominante y consistentemente, tiene un peso molecular aproximado de 45 kDa
(figura 1), tamafo que estd sélo ligeramente por debajo de las proteinas
codificadas por los genes reportados por Renaudin (1994) y por Hsieh y Wolniak

(1998).
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WB:anti-ciclina A

EC maiz6 h + + +

Fig. 1 Inmunodeteccidén de ciclina A de maiz con anticuerpos heterdlegos,
dirigidos contra la ciclina A de humano Exiracto proteico (EC) de 6 horas de germinacion
fue separado por SDS-PAGE vy fransferido a membrana de immobilon® para hacer el
ensayo de deteccién por “Western-blot”. Los tres carriles corresponden al mismo
extracto. El anticuerpc empleado estd dirigidoc contra la ciclina A de humanc y fue
preparado en conejo; cruza tanto con ciclina A1 como con ciclina A2,

Una vez identificada la ciclina A putativa de maiz con los anticuerpos
dirigidos contra la ciclina A de humano, se determiné la cantidad relativa de esta
proteina en exiractos crudos de maiz, obienidos a partir de ejes embrionarios
embebidos por diferentes periodos (ejes control). También se emplearon extractos
obtenidos de ejes embebidos por los mismos periodos, pero en presencia de la

hormona benciladenina (BA).

Los resuitados sobrepuestos del “Western-blot” contra la ciclina A y contra
la ciclina B como control de cantidad de proteina cargada al gel (ya que ésta no
varia en condiciones control ni estimuladas (Cruz-Garcia et al, 1998)), se

muestran en la figura 2 Se observa el reconocimiento de la proteina de 35 kDa
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correspondiente a ciclina B, donde puede verse que la cantidad de proteina
presenta solo algunas pequefias fluctuaciones; por otra parte se observa también
la proteina de 45 kDa que correspondé a la ciclina A putativa.

Se hizo una relaciéon entre fa cantidad de proteina (bandas de ciclina B} y la
cantidad de ciclina A carril a carril, con lo cual se logro tener datos representativos
del comportamiento de la ciclina A, lo que se muestra en la figura 3. Para los
extractos obtenidos a partir de ejes control, en semilla seca se detecta una
cantidad baja de la proteina, la cual aumenta hacia las 3 h y se mantiene
aproximadamente constante hasta las 6 h. Hacia las 15 h se ve otro pequefio
incremento en la cantidad de la ciclina A y el nivel se mantiene practicamente
constante hasta las 24 h. Con BA en cambio, a las 3 h se detecta una cantidad de
casi el doble de la proteina, la cual se mantiene en niveles semejantes hasta las

15 h y finalmente cae de manera brusca para las 24 h.

En presencia de BA, la mayor cantidad de la ciclina A putativa en tiempos
iniciales, estaria de acuerdo con la iniciacion temprana de la fase de replicacion
que provocan las citocininas. La caida brusca después de las 15 h podria tener

que ver con el establecimiento de la metafase, durante la mitosis.
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WB: anti-ciclina A Y

WB: anti-ciclina B C TESE CON

CiclinaA __

CiclinaB —»

EC maiz ss 30 3BA 6C 6BA 15C 1SBA 24C 24BA

Fig. 2 Determinacioén de ciclinas A y B de maiz durante {a germinacion Extractos
de maiz obtenidos a partir de ejes sin embeber, semilla seca (ss) 0 embebidos por
periodos de 3, 6, 15 v 24 h control (C} y en presencia de benciladenina (BA), fueron
separados en SDS-PAGE y transferidos a immobilén® para la inmunodeteccion con
anticuerpos heterdlogos dirigidos contra la ciclina A; la misma membrana fue lavada
durante 1 hora a 55°C con una solucién para lavado de membranas y empleada para el
“Western-blot” con el anticuerpo contra la ciclina B de humano Se muestran las dos
placas de inmunodeteccidn sobrepuestas.

CAMBIOS EN LA RELACION CICLINA A/B
DURANTE LA GERMINACION

15 . oo P
10—/ \—e—control.
5 74 —®-BA

Tiempo (h)

Fig. 3 Determinacién del comportamiento de la ciclina A durante la germinacion.
Se muestra el promedio de dos experimentos de inmunodeteccion de ciclina A en
diferentes tiempos de germinacion, los datos fueron normalizados respecto a la cantidad
de proteina detectada por el “Western” contra ciclina B en cada carril
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El siguiente paso consistio en intentar {a inmunoprecipitacién de la ciclina A
con estos mismos anticuerpos, partiendo de extractos de 6 h de germinacion
control, en gue ya se vio que la proteina es estable; para ello se tuvo que empezar
por montar [a técnica de inmunoprecipitacion. Después de comprobar que los
anticuerpos se unieran a proteina A-agarosa, que fue la matriz con la que se
intentd inmunoprecipitar a [a ciclina A, se hicieron ensayos variando tiempos de
incubacion y tiempos y tipos de lavado

Los resultados de los experimentos de inmunoprecipitacidn no fueron
alentadores; se presenté el problema de que para lograr observar la banda de
ciclina A, se necesitaba dejar mucho tiempo exponiendo |a pelicula a la reaccién
quimioluminiscente y por la metodologia empleada para la inmunoprecipitacion, la
sefial de la cadena pesada de las IgGs enmascaraba la inmunodeteccién de la

ciclina A

Dado que no se tenia la certeza de estar precipitando a la proteina de
interés y sabiendo que en el grupo ya se habia logrado este procedimiento con la
ciclina D, se procedié a hacer un ensayo de fosforilacion in vitro con [y*2P]ATP,
con la idea de que si efectivamente se estaba uniendo la ciclina y su Cdk
asociada, aunque no se pudiesen reconocer por “Western-blot”, podria verse la
actividad de cinasa sobre un sustrato exdégeno como la histona H1. Para el
protocolo experimental se empled este sustrato y los inmunoprecipitados de ciclina
A de diferentes tiempos de germinacién, como fuente potencial de cinasa; se

incluyeron los inmunoprecipitados de ciclina D de esos mismos tiempos como
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control positivo, ademas de un control negativo de incubacién del extracto proteico

de maiz solamente con proteina A-agarosa (sin anticuerpo).

Autorradiog rafia 7
Ipp Ipp
CiclinaD Ciclina A

TR CON
| ALLA DE ORIGEN

mwg

H1

: fs v

ctl |
Hrs germ.3 6 15 EC 3 6 15

Fig. 4 Fosforilacion in vitro de histona H1 con inmunoprecipitados de ciclina D y de
ciclina A. Extractos de 3, 6 y 15 horas de germinacién en condicidn control, fueron
empleados para hacer las inmunoprecipitaciones con anticuerpos heterédlogos contra la
ciclina D de humano y contra la ciclina A también de humano; se incluyé un control de
proteina A-agarosa incubada con extracto crudo de maiz (Ctl EC) como control de unién
inespecifica Los inmunoprecipitados fueron enfrentados a histona H1 en buffer de cinasa
durante 30 min a 30°C. Los ensayos fueron resueltos en SDS-PAGE y el gel fue secado
para exponer a autorradiografia.

En la figura 4 se puede ver en los fres primeros carriles la fosforilacion de
histona H1 por los inmunoprecipitados de ciclina D, mientras que ni en el control
de proteina A con extracto crudo de maiz ni en los carriles que corresponden a

inmunoprecipitados de ciclina A se observan bandas de fosforilacion; esto llevo a
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pensar que a pesar de que el anticuerpo heterdlogo si estaba reconociendo una
banda para la ciclina A putativa, no resultaba eficiente para la inmunoprecipitacion

de la misma.

Estos problemas metodoldgicos llevaron a la busqueda de otra posibilidad
de inmunodeteccién para esta ciclina A putativa. En esta busqueda se encontro
otro anticuerpo contra ciclina A, dirigido contra el carboxilo terminal de la proteina
de ratén y preparado en cabra (Santa Cruz Biotechnologies (C-19)-G). El empleo
del anticuerpo preparado en conegjo en el proceso de inmunoprecipitacion y del
anticuerpo preparado en cabra en el proceso de inmunodeteccion, permitiria el no

reconocer las 1gGs y por lo tanto el que se pudiera ver la ciclina A.

En el panel A de la figura 5 se puede ver el “Western-blot” con el anticuerpo
(hecho en conejo) dirigido contra la proteina de humano. Se observa el
reconocimiento de la proteina de 45 kDa y ademas ofra proteina de
aproximadamente 32 kDa; esta ultima se reconoce intensamente debido a que el
periodo de incubacidn con el primer anticuerpo fue mas largo vy el tiempo de
exposicion de la placa también fue mayor En el panel B se puede ver la misma
membrana que fue sometida a lavado y después a otro proceso de “Western” en
donde se empled el anticuerpo contra ratéon (hecho en cabra); en éste puede verse
el reconocimiento de ia proteina de 45 kDa de peso molecular que también fue
reconocida en el panel A .

El resultado, ademas de mostrar que si pueden usarse ambos anticuerpos

en el proceso de inmunodeteccidn y posiblemente en el de inmunoprecipitacion,
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sugiere fuertemente que el reconocimiento de la banda de 45 kDa como ciclina A

putativa, es un resultado concreto y no se trata de algun tipo de artefacto.

WB: anti-ciclina A WB: anti-ciclina A
Ab humano Ab —COO ratén
A B

«— 45 kDa

EC maiz 7h + + + +

Fig. & Inmunorreconocimiento de ciclina A de maiz con dos diferentes
anticuerpos. A: Ambos carriles fueron cargados con exiracto proteico de ejes embebidos
durante 7 h de germinacidn en condicion control; el “Western-blot” se llevé a cabo con el
anticuerpo dirigido contra la ciclina A de humanos, preparado en conegjo {Ab humano). B:
lLa misma membrana fue lavada durante 1 h a 55°C con solucién para lavado de
membranas y se practicd un segundo “Western-blot”, este se llevd a cabo con un
anticuerpo preparado en cabra y dirigido contra el extremo carboxilo terminal de la ciclina
A de ratén {Ab —COOQ ratén).

Con la seguridad de que ambos anticuerpos reconocen a la misma
proteina, se hicieron nuevamente los ensayos de inmunoprecipitacién. En la figura
B6A se muestra el resultado de inmunoprecipitar a la ciclina A putativa, a partir de

extractos proteicos de 7 y 24 h de germinacidn con los anticuerpos dirigidos contra
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la ciclina A de humano y su posterior reconocimiento con los anticuerpos dirigidos
contra la ciclina A de raton.

En los carriles que corresponden a los inmunoprecipitados de maiz (5 y 8),
se da el reconocimiento de la banda de 45 kDa, que se identifica como ciclina A;
esta misma banda se reconoce también en los carriles de sobrenadantes (1y 2) y
en el carril control de extracto crudo de maiz (carril 8). Por otro lado, el carrit de
inmunoprecipitado de células humanas de la linea MCF-7, muestra el
reconocimiento de una banda de 52kDa (carril 7), que corresponde con el peso
reportado para esta proteina (Yang ef al/,1997), la banda identificada en el
inmunoprecipitado es igual a la que se reconoce en el control de extracto de
células MCF-7 (carril 9) y en el sobrenadante respectivo (carril 3). Esto demuestra
. que efectivamente se puede inmunoprecipitar un homologo de la ciclina A en maiz

con los anticuerpos heterélogos.

Al revelar esta misma membrana con el anticuerpo dirigido contra la regién
PSTAIRE presente en Cdk-A, figura 6B, se aprecia el reconocimiento de las dos
bandas caracteristicas en maiz, de aproximadamenie 32 y 36 kDa, en los
inmunoprecipitados de 7 y 24 horas, lo que estaria reflejando que la ciclina A esta
unida con una cinasa tipo Cdk-A, tanto en tiempos iniciales como en tiempos
avanzados de la germinacion, lo cual concuerda con sus funciones tanto en S
como en principios de M. En cuanto al control de extracto crudo de maiz de 24 h
de germinacidén, solo se reconocié la banda de alto peso molecular, este
comportamiento ya fue reportado por Sanchez ef al. en el 2002, dade que [a

proteina de 32 kDa desparece despues de las 6 h. En el inmunoprecipitado de
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células humanas el reconocimienio de bandas que pudieran cofrresponder a
proteinas tipo PSTAIRE no fue claro y no se detectd ninguna en el control de

extracto proteico respectivo.

No obstante, a pesar de detectarse una proteina reconocida por el
anticuerpo dirigido contra la region PSTAIRE en los inmunoprecipitados con el
anticuerpo anti-ciclina A, los intentos por detectar una actividad de cinasa en todos

los casos resultaron infructuosos.
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Fig. 6 Inmunoprecipitacion e inmunodeteccion de ciclina A con anticuerpos
heterdlogos A: Ipp ciclina A= inmunoprecipitados de ciclina A de extractos de maizde 7 y
24 horas de germinacién o de extracto de células humanas de la linea MCF-7
respectivamente; sn= sobrenadantes de estos inmunoprecipitados; EC Ctl= extracto crudo
de maiz de 24h de germinacién o extracto de células humanas MCF-7 respectivamente
La inmunodeteccion se llevé a cabo con el anticuerpo contra fa ciclina A de ratén (en
cabra) B: La membrana fue lavada como se describid en las figuras 4 y 5 y se llevd a
cabo el “Western-blot” contra la region PSTAIRE (Cdks), con anticuerpos heterélogos
dirigidos contra la proteina de humano
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Actividad de cinasa que co-eluye con la DNA polimerasa 2

Debido a los problemas ya descritos, se tuvo que pensar en ofra forma de
cubrir los objetivos del proyecto.

Como se menciond en los antecedentes, los estudios en maiz habian
revelado la presencia de una actividad de cinasa tipo PSTAIRE en los
inmunoprecipitados de PCNA (Sanchez ef al., 2002). Dadas las caracteristicas de
esta cinasa y dado el papel que desempefia PCNA en la horquilla de replicacion,
se decidid emplear estos inmunoprecipitados como fuente de cinasa (Cdk) para la
fosforilacion de las polimerasas. Esta modificacion al proyecto planteo, en primer

término, el reproducir la técnica para la inmunoprecipitacion e inmunodeteccion de

PCNA.

Como se vio en la figura anterior, los inmunoprecipitados de ciclina A traian
consigo una proteina reconocida por los anticuerpos contra la secuencia
PSTAIRE; por ello surgié la idea de buscar a ciclina A en los inmunoprecipitados
de PCNA (especialmente en los tiempos posteriores a 15 h, cuando el complejo

con ciclina D ya no aparece).

En la figura 7 se muestra resultado de este experimento. En el panel A se
observa el inmunoblot contra la ciclina A, de los inmunoprecipitados de PCNA de
diferentes tiempos de germinacion. En todos ellos se reconoce la banda de 45 kDa
de la ciclina A; se presenta de manera independiente una placa en la que se
muestra el inmunorreconocimiento de esta banda de 45 kDa en un extracto de

maiz de 24 h de germinacion y un control de extracto de células humanas (MCF-
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7), en donde se puede ver |la banda de 52 kDa. En la figura 7B, se presenta el
“Western-blot” conira PCNA llevado a cabo sobre la misma membrana de los
inmunoprecipitados, en donde se puede observar el reconocimiento de una banda
de 30 kDa aproximadamente, identificada previamente como PCNA de maiz
(Herrera et al,, 2000). En la placa del control de células humanas, no se pudo
detectar dicha proteina con el uso-de los anticuerpos homologos a la de maiz.

El resuliado de este experimento es sumamente relevante, ya que
demuestra la asociacion de PCNA vy ciclina A durante la germinacién de maiz
Dado que dicha asociacion esta presente desde semilla seca y al menos hasta las
primeras 24 h de germinacion, se podria pensar que mas que haber un cambio de
ciclina en los complejos de PCNA, podrian estar formandose dos subpoblaciones

diferentes de complejos con PCNA, lo que se discutira mas adelante.
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Ipp:anti-PCNA
WB:anti-ciclina A A

52 kDa
4— 45 kDa

Hrs germin. ss 3 6 15 24 Maiz MCF-7
24 h

WB: anti-PCNA B

Hrsgermin. ss 3 6 15 24

Fig. 7. Co-inmunoprecipitacién de PCNA y ciclina A

A: Inmunoprecipitados de PCNA de extractos de maiz de: semilla seca (ss), 3,6, 15y 24
h de germinacion conirol con anticuerpos homdlogos, asi como un controf de exiracto
crudo de células humanas MCF-7 (que se muestra independientemente), fueron
sometidos a SDS-PAGE y transferidos a immobilén® para la inmunodeteccion de ciclina A
con anticuerpos heterdlogos (anticuerpos en cabra) B: La membrana fue lavada como se
especificé anteriormente y posteriormente se le practicé un segundo “Western-blot” con
anticuerpos homaélogos contra PCNA
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Con el conocimientc de que los inmunoprecipitados de PCNA contienen
una actividad de cinasa sobre histona H1(Sanchez et af, 2002) y la evidencia de
gue se encuentra asociada una ciclina D (Herrera et al., 2000) y/o una ciclina A, se

hizo un ensayo de fosforilacion in vitro con [y’ PJATP, para determinar si este

inmunoprecipitado podia fosforilar a la DNA polimerasa 2

Para llevar a cabo los ensayos de fosforilacion y actividad de la polimerasa,
se necesitaba emplear una enzima que no estuviera previamente fosforilada, por
ello se decidid obtener la enzima a partir de semilla seca Dado que a la
embriogénesis sigue un periodo de desecacion para dar lugar a la semilla y que
esta puede permanecer almacenada por muchos meses, es sumamente
improbable gue las proteinas permanezcan fosforiladas durante todo el periodo
hasta reiniciar su metabolismo con la llegada de la imbibicion. Por otra parte, para
poder montar los ensayos de fosforilacion lo mas eficientemente posible, se optd
por semipurificar a las polimerasas, al menos por un primer paso cromatografico
en DEAE-sefarosa. Este paso da un indice de purificaciéon de 45 veces para la

polimerasa 1y 198 veces para la polimerasa 2 (Garcia et al., 1997).

En el ensayo de fosforilacion con los inmunoprecipitados con anticuerpos
anti-PCNA, se emplearon: histona H1 como control y como problema la DNA
polimerasa 2 La figura 8 corresponde a la autorradiografia de este ensayo. Lo
primero que puede notarse es que el patron de fosforilacion es igual en todos los

carriles que contienen polimerasa 2 como sustrato, mientras que el patrén es muy
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diferente al del carril que contiene histona H1, esto parece ser independiente de la
presencia del inmunoprecipitado de PCNA, lo cual refleja la presencia de una o
mas cinasas en la fraccion de polimerasa que eluye de DEAE. Los carriles que
contienen polimerasa 2 como sustrato y no asi el carril que contiene histona H1
como sustrato, presentan una intensa fosforilacion, particularmente destaca una
banda de aproximadamente 103 kDa que corresponderia a la subunidad catalitica
de la DNA polimerasa (Coello et al., 1993) En el carril que tiene histona H1 como
sustrato, 1a intensidad de fosforilacién es mucho menor, esto pudo deberse a que
el tiempo de exposicidn requerido para revelar la banda de histona H1 era mayor

gue el que se necesitd para revelar las de la polimerasa 2

Autorradiografia

Ctl Ctl Ipp
EC Ab PCNA

103kDa —»

Pol2 + + + + + -
M - - - -« - +

Fig. 8. Fosforilacidon de histona H1 y DNA polimerasa 2 por inmunoprecipitados de
PCNA Se presenta la autorradiografia de este ensayo, en donde los carriles 1-4
corresponden a controles sin fuente de cinasa externa y tienen polimerasa 2 como
susirato para el ensayo de fosforilacién; los carriies 5 y 6 corresponden a
inmunoprecipitados de PCNA (6 h de germinacion) con polimerasa 2 e histona H1 como
sustratos respectivamente. Las reacciones de fosforilacion se llevaron a cabo en buffer de
cinasa a 30°C durante 30 minutos, después de lo cual las proteinas fueron
desnaturalizadas, separadas en SDS-PAGE y el gel secado para la autorradiografia.
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Para tratar de eliminar a esta cinasa que co-eluye en las fracciones de la
DNA polimerasa 2, se procedid a hacer un segundo paso de purificacion
cromatografica, esta vez a través de una resina de seudo-afinidad como lo es la

heparina-sefarosa.

Inmunoprecipitados con anti-PCNA o con anti-ciclina D, fueron enfrentados
tanto con la fraccién de polimerasa obtenida de la columna de DEAE, como con la
fraccion obtenida de la columna de heparina. El resultado de este ensayo se
presenta en la figura 9A, donde se observa que hay fosforilacion de diversas
proteinas, tanto en los inmunoprecipitados enfrentados a fracciones de la columna
de DEAE (carriles 2 y 6) como en los enfrentados a las fracciones de la columna
de heparina (carriles 3 y 7), aunque el patrén de proteinas fosforiladas es diferente
en ambos. Sin embargo, dicha fosforilacion también se observa en los carriles
donde se tienen como controles las fracciones de polimerasa 2 de DEAE vy
heparina, sometidas al ensayo de fosforilacidn sin ninguna fuente de cinasa
externa (carriles 11 y 12). Debe observarse particularmente la banda de 103 kDa
que, como ocurrid en el ensayo anterior, aparece fosforilada tanto si hay fuente de
cinasa exdgena como si solamente se encuentran las fracciones del primer
(DEAE) y segundo (heparina) pasos de purificacién. Esta banda es [a misma que
se reconoce en el panel B, despues de hacer un “Western-blot” con anticuerpos
homologos contra la DNA polimerasa 2, sobre la misma membrana expuesta para

autorradiografia
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Autorradiografia A

Ipp lpp
PCNA Ciclina D

=

Pol2 DEAE -+ - - -+ - +
Pol2 Hep. N -+ .
EC maiz + - - -+ - - -

WB: anti-pol2

Pol2 DEAE -+ - - -+ - + -
Poi2 Hep. - -+ - - -+ - 4
EC maiz + - - -+ - - - -

Fig 9 Fosforilacion de la DNA polimerasa 2 de fracciones de DEAE y de heparina
por inmunoprecipitados con anti-PCNA o con anti-ciclina D A: Autorradiografia de la
fosforilacion de pol 2 eluida de uno u otro paso cromatogréaficos por inmunoprecipitados
con anti-PCNA o con anti-ciclina D como fuente de cinasa; como control, las fracciones de
DEAE y Heparina fueron ensayadas para fosforilacion sin fuente de cinasa exogena Las
reacciones de fosforilacion se llevaron a cabo como se especificé en la figura anterior,
después de lo cual las proteinas fueron desnaturalizadas, separadas en SDS-PAGE vy
posteriormente transferidas a immobilon® para el inmunoblot, el gel fue secado para la
autorradiografia. B: Inmunoblot contra la DNA polimerasa 2 con anticuerpos homologos
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De este ensayo se concluye que aun después de un segundo paso de
purificacidbn cromatografica, la DNA polimerasa 2 aun co-eluye con una {0 mas)
cinasas de tipo desconocido. Cabe destacar que el cambio que se observa en el
patron de fosforilacion de ambas fracciones podria deberse a la disgregacion de
ios complejos proteicos en las columnas, lo cual llevaria a la exposicién de
diferentes sitios de fosforilacion en las proteinas; o bien a la fosforilacion de

diferentes proteinas presentes en las fracciones, o a ambas cosas.

El hecho de que la polimerasa 2 siguiera co-eluyendo con una actividad de
cinasa, llevo a pensar que tal vez existiese algun tipo de asociacion entre estas
proteinas y por lo tanto que la regulacidén de la actividad de polimerasa se diera
por la cinasa asociada. Para comprobar o descartar esta hipotesis, se procedié a
hacer una inmunoprecipitacion de la DNA polimerasa 2 con anticuerpos
homologos tanto de la fraccién eluida de la columna de DEAE como de la fraccién
eluida de la columna de heparina, para someterla a un ensayo de fosforilacion sin
fuente de cinasa exdgena y comparar la actividad de cinasa en estos
inmunoprecipitados, con la de sus sobrenadantes y con un ensayo a la fraccién
entera (sin inmunosustraer a la polimerasa).

Los resultados de este experimento, se muesiran en la figura 10A. En el
carril 1, que corresponde a un control de proteina A con la fraccion de polimerasa
2, se puede observar una ligera fosforilacion, lo cual demuestra que efectivamente
hay una cinasa asociada a la fraccion de polimerasa, la cual estad fosforilando
algunas proteinas que vienen en dicha fraccidn, e incluso podria estar

autofosforilandose. No se observa ninguna evidencia de fosforilacion en un control
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de proteina A con anticuerpo (carril 2). Sin embargo, al observar los carriles
problema, se ve la banda de 103 kDa fosforilada, tanto en la fraccion no
inmunosustraida de la DNA polimerasa 2 de la cromatografia con DEAE (carril 4)
como en el sobrenadante (carril 3), en tantc que no se observa en el
inmunoprecipitado (carril 5); esto querria decir que la cinasa no co-precipita con la
polimerasa 2 y probablemente por ello no se observa la fosforilacion de la proteina
en este tipo de ensayo. El mismo patron de fosforilacion se repite en los carriles 9,
8 vy 10 respectivamente, en los que se empled la fraccion de polimerasa 2 de la
cromatografia con heparina

Para descartar que no se hubiese encontrado la banda de la DNA
polimerasa 2 fosforilada porque en realidad no se hubiese inmunoprecipitado, se
llevé a cabo un inmunorreconocimiento de la polimerasa 2, sobre la misma
membrana que se obtuveo del ensayo. La figura 10B muestra este resultado, en
donde se observa que si hubo inmunoprecipitacion de la polimerasa (carriles 5 y
10). En el carril 10 [a cantidad de enzima precipitada es muy pequefa, dado que

se trata de un segundo paso de purificacion y parte de la proteina se perdio.

La sobreposicion de la placa de inmunorreconocimiento con la
autorradiografia, muestra que las bandas de alto peso molecular que se fosforilan
tanto en la fraccion cromatografica con DEAE como en la fraccion de la
cromatografia con heparina, efectivamente corresponden en tamano con la que

se reconoce en el “Western-blot” contra la DNA polimerasa 2.

60



Autorradiografia A

DEAE Heparina

mE:mt“H CtIMZ sn cmpl.. Ipp ECM.‘W sn compl..lp;)

WB: ant-pol 2 B

DEAE Heparina

«— 103kDa

Cti CtI2 sn compl.lpp EC sn compl. Ipp

Fig. 10. Fosforilacion de DNA polimerasa 2 por la cinasa que co-eluye en las
fracciones de DEAE y/o Heparina A: Autorradiografia de los ensayos de fosforilacion de
fracciones de pol2 de DEAE o Heparina Cil1: proteina A-agarosa + fraccion de pol 2 de
DEAE, carril 1, ClI2: control de proteina A-agarosa con anticuerpo contra polimerasa 2,
carril 2; sn, sobrenadantes de las fracciones de DEAE o heparina, inmunosustraidas de
pol2, carriles 3 y B respectivamente; compl., fracciones completas de DEAE o heparina
(sin inmunosustraccidn), carriles 4 y 9; lpp, inmunoprecipitados de polimerasa 2 de DEAE
o heparina, carriles 5 y 10 Carril 6, extracto crudo de maiz Las reacciones de
fosforilacién se llevaron a cabo como ya se ha especificado, después de lo cual las
proteinas fueron desnaturalizadas, separadas en SDS-PAGE y posteriormente
transferidas a immobilén® para la inmunodeteccion y el gel fue secado para la
autorradiografia B: "Western-blot” contra la DNA polimerasa 2 con anticuerpos
homdélogos.
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No obstante, la ausencia de fosforilacibn también podria deberse a que la
presencia de la resina y/o de los anticuerpos, dificultara el accesc de la cinasa a

los sitios de fosforilacién, aunque esta explicacién parece menos probable

Fosforilacion y actividad de DNA polimerasa

Puesto que uno de los objetivos planteados para este trabajo es el de
determinar si los cambios en el estado de fosforilacion provocan cambios en la
actividad de las DNA polimerasas, ademas de los ensayos ya descritos para
determinar si la cinasa que co-eluye con la DNA polimerasa 2 podia fosforilarla, se
hizo un ensayo para determinar si de alguna manera la fosforilacion por la cinasa
acompanante podia alterar su actividad. Para probar esto, se lievd a cabo un
ensayo de actividad de polimerasa previa incubacion en amortiguador para cinasa,
en presencia. de concentraciones variables de ATP. Las fracciones con actividad
de polimerasa eluidas de DEAE o heparina fueron sometidas a un periodo de
incubacidon de 30 min a 37°C, en ausencia o presencia de las siguientes
concentraciones de ATP: 125, 25 y 37.5 uM, antes de determinar la actividad de
polimerasa. En la tabla 1 se observan los datos promedio de 2 ensayos de
actividad de la DNA polimerasa 2 reportados en cuentas por minuto (cpm), con la
desviacion estandar asociada a ellos. En ninguna de las 3 concentraciones de
ATP probadas, se observa una diferencia significativa en el numero de cpms, ni
para la fraccion eluida de DEAE ni para la eluida de heparina.

Los resultados muestran que no hay diferencias significativas en las

cuentas por minuto obtenidas, lo cual apoya que la o las cinasas que coeluyen con
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la polimerasa 2 en ambos pasos cromatogaficos, no influyen en la actividad de

esta enzima,

Tabla 1

Actividad de pol 2 eluida en fracciones de DEAE o Heparina, previo ensayo
de fosforilacion in vitro con la cinasa que co-eluye en estas fracciones en
presencia de diferentes concentraciones de ATP

Fraccion ATP (uM) cpm = DE
DEAE --- 6653 + 233
12.5 7370 £ 35
25 8268 + 1549
375 7374 + 1284
Heparina --- 7891 £ 545
12.5 8433 + 1829
25 8183 + 132
375 7669 + 512

Para conocer si aln asi la DNA polimerasa habia sido fosforilada en estos
ensayos, con los sobrenadantes resultantes, se intentd ver posibles cambios en el
corrimiento electroforético de fa proteina, debido al estado de fosforilacién de la
DNA polimerasa 2.

Las fracciones eluidas de DEAE y heparina fueron sometidas a una

electroforesis desnaturalizante en un gel de poliacrilamida al 10%, con un tiempo
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de corrida largo; el gel fue transferido a una membrana de Immobildon y sobre

ésta se llevd a cabo el inmunoblot en condiciones astringentes.

En la figura 11 se observa este resultado; los carriles 1 y 2, corresponden a
la polimerasa 2 en ausencia de ATP; carriles 3 y 4 a polimerasa 2 en presencia de
ATP 25 uM. Los carriles 5 y 6 muestran extractos crudos de maiz de 15y 6 h de
germinacion para ver si la diferencia en los tiempos de germinacién revelaban
alguna diferencia en el estado de fosforilacién de la polimerasa.

Como puede verse, no hay ningln cambio aparente en el corrimiento de la
subunidad de 103 kDa, reconocida como la subunidad catalitica de la DNA
polimerasa 2 de maiz; el aparente corrimiento mayor de las bandas de extractos
de 15 y 6 h de germinacién (carriles 5 y 6), se debe a que la cantidad de proteina
cargada al gel fue mucho mayor que en los otros casos y eso provéca que en el
revelado la banda se vea mas abajo; de haber algun corrimiento diferencial

deberia verse en la proteina presente en estos dos tiempos.
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Fig. 11. Cambios en el corrimiento electroforético de la DNA polimerasa 2 debidos
a fosforilacion Los exfractos empleados para determinar el efecto de variar la
concentracion de ATP, fueron sometidos a un SDS-PAGE en un gel al 10% corrido
durante 6 h Carriles 1 v 2 corresponden a la polimerasa de DEAE y heparina
respectivamente en ausencia de ATP; carriles 3 y 4 corresponden a las mismas
fracciones en presencia de 25 uM ATP, carriles 5 y 6, extractos crudos de 15y 6 h de
germinacion control Las proteinas desnaturalizadas fueron resueltas en SDS-PAGE vy
transferidas para su inmunodeteccion con anticuerpos homologos contra la pof 2.

Hasta este momento se habia estado trabajando bajo la premisa de que la
DNA polimerasa 2 obtenida de semilla seca y semipurificada se encuentra en un
estado desfosforilado; sin embargo, a partir de los experimentos mostrados, aun
no puede descartarse que la enzima pudiera venir previamente fosforilada.
Intentando descartar esta posibilidad, se llevaron a cabe ensayos de
desfosforilacion con fosfatasa alcalina Para probar el tiempo de incubacion al cual
se tendria que someter el extracto proteico en presencia de la fosfatasa, se
hicieron cinéticas con p-nitrofenil-fosfatc que demostraron que un tiempo de

incubacion de 10 min seria suficiente. Los ensayos se lievaron a cabo con una
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fosfatasa alcalina acoplada a sefarosa, la cual se elimina por centrifugacion y

posterior separacion del sobrenadante

La actividad enzimatica después de incubar por 10 y 30 min en presencia
de fosfatasa alcalina (este exceso en el tiempo de incubacion, tuvo como finalidad
verificar que la actividad no variara), se muestran en la tabla 2, donde se
presentan los datos del promedio y la desviacion estandar

Se compararon mediante “pruebas t", los dos diferentes tiempos de
incubacion de las dos fracciones en ausencia y presencia de fosfatasa. Los
resultados obtenidos con un 95% de confianza demuestran que no hay diferencias
significativas en la actividad de polimerasa en ninguna de las dos fracciones, ni en

presencia ni en presencia de |a fosfatasa.

Con esto se tiene una evidencia experimental de que la DNA polimerasa de

semilla seca no viene fosforilada, o al menos no en un estado en el que su

actividad se vea influida.
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Tabla 2

Actividad de pol 2 eluida en fracciones de DEAE o Heparina, previo
ensayo de desfosforilacién con fosfatasa alcalina.

Fraccion tiempo incubacién | cpm sin fosfatasa + | cpm con fosfatasa +
(minutos) DE DE
DEAE 10 15,310 + 3689 15,997 £ 932
30 11,847 + 1372 13,645 £ 705
Heparina 10 12,429 + 3674 12,477 + 4965
30 16,137 + 3320 16,732 £ 2128

Fosforilacion por inmunoprecipitados de PCNA y actividad de DNA
polimerasa

Hasta este momento no se habia demostrado o descartado que la cinasa
gue inmunoprecipita con PCNA tuviera efecto alguno sobre la actividad de las
DNA polimerasas. Para llevar a cabo los ensayos de fosforilaciéon in vitro que
darian la evidencia de si la cinasa en estos inmunoprecipitados de PCNA fosforila
a las DNA polimerasas 1 y 2 y provoca alteracion en su actividad, se obtuvieron
nuevos extractos proteicos de tiempos diferentes de la germinaciéon (3, 7 y 13
horas de germinacion control o bien, estimulada por BA). Se consideraron estos
tiempos para tener un rango que abarcara desde antes del comienzo de la fase S
(0~11 h) hasta enfrada esta fase (12-15 h}. Se consideran también tiempos en los

cuales la fase S ya se inicio, dado el efecto de las citocininas (4-8 h)
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Previamente se comprobd que PCNA efectivamentie estaba bajando a una
cinasa activa y esto se comprobd empleando histona H1 como sustrato de
fosforilacion; el resultado se muestra en la figura 12, donde se observa una banda
gue corresponde a histona H1 fuertemente mafcada, después de ser sometida a
un ensayo de cinasa con un inmunoprecipitado de PCNA obtenido a partir de un
extracto de 6 h de germinacién, cabe mencionar que la exposicién de esta placa
fue mucho mayor que en experimentos anteriores (Fig 8) cuando se intento ver la

fosforilaciéon de histona H1.

Autorradiografia Ipp
anti-PCNA

Fig. 12 Actividad de cinasa H1ide los inmunoprecipitados con anti-PCNA sobre
histona Inmunoprecipitado de extractos proteicos de 6 h de germinacion, enfrentado a
histona H1 en buffer de cinasa durante 30 min a 30°C La muestra fue separada en SDS-
PAGE y transferida a Immobilon® para la autorradiografia.

Una vez teniendo la seguridad de que el inmunoprecipitado con anti-PCNA
baja una cinasa activa, se hicieron determinaciones de actividad de las dos DNA

polimerasas replicativas (semipurificadas solamente a través de DEAE para la
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polimerasa 1 y hasta el segundo paso, a fravés de heparina, para la polimerasa 2)
después de enfrentarlas a la fuente de cinasa (complejos de anti-PCNA) por un
periodo de 30 min a 37°C (condiciones gue se habian estado empleando en los
ensayos anteriores).

Los resultados del promedio de dos experimentos individuales y la
desviacidén estandar de los datos se presentan en la tabla 3 Los controles y
problemas que se consideraron para este experimento fueron: Actividad base, que
es la actividad de las enzimas después de ser diluidas con amortiguador Tris-HCI
pH 7 4 tantas veces como se diluyen los problemas; Control resina-anticuerpo,
que es el ensayo de fosforilacion llevado a cabo sobre la resina con el anticuerpo
unido sin extracto de maiz, por lo tanio sin inmunoprecipitado, para ver si hay
algin efecto del anticuerpo en la actividad, Control rasina—extracto crudo, es el
ensayo de fosforilacion sobre la proteina A-agarosa sin anticuerpo enfrentada a
extracto crudo de maiz, para ver posible efecto de uniones inespecificas;
Inmunoprecipitado con anti-PCNA sin ATP en el medio, para la comparacion
directa entre la enzima sin fosforilar y la fosforilada en presencia de todo lo demas
presente en el medio de reaccion, Inmunoprecipitado de PCNA en presencia de
ATP, para determinar el posible efecto de la fosforilacion por la cinasa tipo Cdk

presente en este complejo.

69



Tabla 3

Actividad de polimerasas 1(eluida de DEAE) y 2 (eluida de Heparina), previo
ensayo de fosforilacién in vitro con inmunoprecipitados con anti-PCNA

cpm DNA pol 1 + DE cpm DNA pol 2 +DE
Actividad base 1004 + 58 1599 + 230
Control resina + 876 £ 71 1510 £ 175
anticuerpo
Control resina + extracto 1054 + 274 2165 + 322
crudo
Inmunoprecipitado de 1075 = 149 1634 + 340
PCNA (sin ATP en el
medio)
Inmunoprecipitado de 026 + 28 1484 + 264
PCNA (con ATP en el
medio)

Los datos de cpms de los diferentes tratamientos para la polimerasa 1 y
para la polimerasa 2 fueron sometidos a un analisis de varianza, donde los datos
de la polimerasa 1 no se ajustaron a una distribucion normal y fueron analizados
por una prueba de Kruskal-Wallis, que indicé que las diferencias entre los datos no
fueron significativas. Para la polimerasa 2, la distribucién si resultdé normal y el
analisis de varianza indic6 que el dato promedio del Control resina—extracto crudo
era diferente del Control resina-anticuerpo y del Inmunoprecipitado de PCNA en
presencia de ATP . Dado que es el dato del control de resina + extracto crudo el
que presenta el incremento y se irata de un control negativo, sélo puede

argumentarse que no se encontrd el efecto esperado de la fosforiiacion por los
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inmunoprecipitados anti-PCNA, sobre la actividad de las DNA polimerasas y que
el incremento en la actividad de estas enzimas, que se habia visto previamente
(Gémez-Roig, 1998), no se debe de manera directa a la fosforilacion de las

enzimas replicativas.

En la figura 13, se presentan esguematizados los datos de actividad (en
cpms) de las polimerasas 1y 2 que se presentaron en la tabla 3 para poder
visualizarlos mejor

Al analizar estos datos se puede concluir que la fosforilacién de las DNA
polimerasas por la cinasa que baja con PCNA, no afecta )directamente su~

. - , , . .
actividad; de las posibilidades que esto conlleva se hablara en la dlsc,usp,g_‘

s

s
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Actividad de DNA polimerasa 1
14003
1200,
1o00]

300

cpm

600

400+

2007

act base res+ab ' res+ec ' inp sin ATP

Actividad de DNA polimerasa 2

2500

20001

15001

cpm

10001

5007

ipp sin ATP ipp

Fig. 13. Actividad de las DNA polimerasas 1 y 2 después de ser sometidas a
ensayo de fosforilacién in vifro Los diferentes controles y problemas fueron sometidos a
ensayc de fosforilacion en amortiguador de cinasa, durante 30 min a 30°C
Inmediatamente después se realizd un ensayo a cada una de las fracciones para
determinar la actividad de las enzimas, empleando DNA activado como molde en una
mezcla de reaccion para actividad de polimerasa; el ensayo se llevé a cabo a 37°C,
durante 30 min. EL DNA con la marca radiactiva incorporada fue precipitado con TCA
10%, recuperado por filtracion y las cpm se determinaron en un contador de centelleo.
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Con el fin de determinar si a pesar de todo, la DNA polimerasa 2 era
sustrato de fosforilacion por la cinasa que se asocia a PCNA, el siguiente paso
consistid en enfrentar la DNA polimerasa 2 eluida de la columna de heparina, con
Jlos inmunoprecipitados de PCNA obienidos a partir de extractos de diferentes
horas de germinacion control y estimulada por BA en presencia de [yszP]ATP, con
la finalidad de ver si se cbservaba alguna diferencia en el grado de fosforilacion
debido al tiempo y la condicion bajo la que se estaba obteniendo la cinasa

Debe recordarse gue se estaba trabajando con la DNA polimerasa obtenida
a partir de ejes embrionarios de semilla seca y que cualquier variacién en el
estado de fosforilacion de esta enzima, estaria directamente relacionada con la
influencia del tiempo de germinacion o bien de la adicion de citocininas, sobre las
semillas a partir de las cuales se preparar.on los extractos proteicos de donde se
obtuvieron los inmunoprecipitados de PCNA, y por lo tanto la cinasa gue viene

asociada con esta proteina

En el panel A de la figura 14 se puede observar la autrorradiografia de este
experimento, en donde los carriles 1-3, corresponden a germinacion control y los
carriles 4-6 a germinacién con BA. En esta placa se observan muchas bandas
de proteinas fosforiladas,; sin embargo, nos concentramos en la banda de 103 kDa
que corresponde a la identificada como la subunidad catalitica de la DNA
polimerasa 2. Un primer analisis cualitativo demuestra que en el carril de 3 h de
germinaciéon control (carril 1), dicha banda presenta mucho menor intensidad de

marca radiactiva, comparando la misma banda en 3 h de germinacién con BA
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(carrit 4). En los carriles de 7 y 13 h de germinacion control (2 y 3) se ve el
incremento en la cantidad de marca incorporada, mientras que en los mismos
tiempos en presencia de BA (5 y 6), la intensidad de la marca disminuye.

Los cambios que se observan entre los tiempos de germinacidon control y
estimulados, concuerdan con el patron de comportamiento previamente reportado
por Baiza et al (1989) y Reyes-Jiménez ef al (1991), en donde la incubacién de
los ejes embrionarios en presencia de la citocinina, estimula la germinacion y
adelanta los tiempos del ciclo celular y por lo tanto del comienzo de la fase S, lo
cual definitivamente esta indicando que ia fosforilacion de 1a DNA polimerasa 2 por
la cinasa que baja con PCNA, a pesar de no ejercer un cambio en su actividad, si

podria estar promoviendo algun cambio de ofro tipo.

El panel B de la figura muestra el “Western-blot” de este ensayo, donde se

reconoce una banda de 103 kDa, que ceincide con la que se fosforila en el panel

A
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| FALLA

Autorradiografia A

<— 103 kDa

Hrsgerm. 3 7 13 3 7 13
BA - - -+ o+ o+

WB: anti-pol 2 B

Hrs germ.
BA

Fig.-14. Actividad de cinasa de los inmunoprecipitados de PCNA sobre la DNA
polimerasa 2 A: Autorradiografia donde la DNA polimerasa 2 de heparina fue enfrentada
en ensayos de fosforilacién con los inmunoprecipitados de PCNA de 3, 7 y 13 horas de
germinacion control, carrites 1, 2 y 3; asi como con los inmunoprecipitados de 3, 7 y 13
horas de germinacion en presencia de BA, carriles 4, 5 y 6 El ensayo se llevo a cabo
durante 30 minutos a 30°C. Las proteinas fueron separadas en SDS-PAGE vy transferidas
a immobilén® para la autorradiografia B: Inmunoblot contra la DNA polimerasa 2 con
anticuerpos homologos
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Con el fin de corroborar dichas observaciones de manera cuantitativa, se
hizo un analisis densitométrico de la banda de 103 kDa tanto en la autorradiografia
como en el “Western-blot” para poder normalizar los datos de cantidad de marca
incorporada, relacionando los datos de intensidad de fosforilacién de los diferentes
tiempos y condiciones de incubacion, con la cantidad de proteina revelada por el

inmunorreconocimiento.

En la figura 15 se muestran los valores obtenidos de la normalizacion,
considerando el dato de densidad optica mas bajo, 7 horas de germinacién en
presencia de BA, como el 100%. En esta figura se puede ver mas claramente la
diferencia entre los diferentes tiempos y condiciones de incubacién. Para los
tiempos control, se ve un aumento gradual del estado de fosforilacion de la
polimerasa 2, que coincidiria con el hecho de que las células van progresando de
G1 hasta entrar a la fase S En cambio para los tiempos en presencia de
benciladenina, se observa un estado inicial de fosforilacidn mayor que en el
control y la intensidad de esta fosforilacion cae bruscamente para las 7 h vy
posteriormente vuelve a incrementarse. Este comportamiento también es
consistente con los reportes anteriores, ya que al adelantarse la fase S, se esta
adelantando la fosforilacion de la polimerasa. La caida podria estar coincidiendo
con la salida de la fase S y posiblemente el nuevo incremento esté reflejando la

entrada de un nuevo grupo de células afase S
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Fig. 15. Analisis densitométrico de la banda de 103 kDa en los diferentes tiempos
y condiciones de incubacién de la figura 14 La autorradiografia del experimento anterior,
fue analizada en el Phosphorimager (Bio-Rad) para obtener los datos de densidad dptica
Control (ctl) o tratamiento con benciladenina (BA)
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DISCUSION

El presente proyecto tenia como finalidad tratar de enlazar dos fendmenos
que se habian visto durante la germinacion de ejes embrionarios de maiz: 1) la
modificacién del estado de fosforilacién de la DNA polimerasa tipo o de manera
ciclica y 2) que en presencia de citocininas (BA), el metabolismo del DNA se
incrementara probablemente debido al incremento en la actividad de las DNA

polimerasas

Durante la primera fase de este proyecto se intentd encontrar complejos de
ciclina A que tuvieran una actividad asociada de cinasa Se usaron dos diferentes
anticuerpos heterdlogos, uno de ellos dirigido contra las ciclinas tipo A de humano,
A1y A2; el otro dirigido contra el carboxilo terminal de la ciclina A de ratdn, el cual
cruza solamente con la ciclina A2 de humano En ambos casos se tuvo el
reconocimiento de una proteina de 45 kDa en semillas de maiz germinadas por
diferentes periodos. Este tamario molecular difiere solo ligeramente del reportado
para cualquiera de las dos ciclinas de maiz que pertenecen al grupo Cyc Al y
cuyo tamafio es cercano a los 50 kDa. El anticuerpo dirigido contra la proteina de
humano fue capaz de inmunoprecipitar una proteina de 45 kDa. Sin embargo, a
pesar de que en estos inmunoprecipitados también se detectaron las dos bandas
de Cdk-A caracteristicas, de 32 y 36 kDa que se habian encontrado previamente
en extractos de maiz (Sanchez et al, 2002), no se pudo encontrar una actividad

de cinasa
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El cambio de estrategia seguido en este proyecto para lograr cumplir los
objetivos planteados, dirigi6 la investigacion hacia el uso de inmunoprecipitados de
la proteina PCNA Estos inmunoprecipitados se obtuvieron a partir del uso de
anticuerpos homologos. En la literatura existe ya informacién acerca de la
formacién de complejos entre PCNA y complejos ciclina/Cdk en metazoarios
(Xiong et al , 1992; Prosperi et al,, 1994; Koundrioukoff et al, 2000), por lo cual no
seria exirano que esto también se estuviera presentando en sistemas vegetales.
En maiz en particular, nuestro grupo ya habia reportado la asociacidon de PCNA y
una ciclina D putativa (Herrera et al, 2000) por ensayos de co-
inmunoprecipitacion En estos mismos inmunoprecipitados de PCNA se reporto,
ademas de la ciclina D, la presencia una cinasa tipo PSTAIRE (Sanchez et al |
2002)

Puesto que este complejo esta formado enteramente por proteinas de
maiz y dado que su actividad se da durante las primeras horas de la germinacion,
se pensd que seria una opcion muy adecuada para intentar seguir la fosforilacion
de las DNA polimerasas por cinasas de ciclo celular y evaluar el efecto sobre su

actividad.

Los datos presentados mostraron que, al menos, la DNA polimerasa 2 es
efectivamente fosforilada por una cinasa presente en estos inmunoprecipitados,
encontrandose una proteina de aproximadamente 103 kDa identificada como la
subunidad catalitica de la DNA polimerasa 2. En sistemas animales se ha

postulado como modelo que la DNA polimerasa o debe estar en un estado
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desfosforilado para que pueda establecerse el complejo pre-replicativo vy
posteriormente, cuando la actividad de Cdks de fase S se incrementa, la enzima
se fosforila y puede actuar en el encendido de los origenes de replicacion (Foiani

etal, 1997)

Incidentalmente se encontrd que la DNA polimerasa 2 obtenida a partir de
ejes embrionarios de semilla seca y semipurificada a través de dos columnas
cromatograficas, eluia con una actividad de cinasa; sin embargo, aparentemente
no existe una asociacion fisica entre estas proteinas Esta cinasa es capaz de
fosforilar a la polimerasa 2; no obstante, al llevar a cabo ensayos de actividad de
la polimerasa en las fracciones del segundo paso cromatografico, esta
modificacion no demostrd tener repercusion en la actividad catalitica de la enzima.

A pesar de la presencia de la cinasa en las fracciones de la polimerasa 2, lo
que dificultaba la apreciacién de la fosforilacion por los inmunoprecipitades de
PCNA, en este trabajo se demostré que la subunidad catalitica de la polimerasa 2
es fosforilada por inmunoprecipitados obtenidos a partir de extractos proteicos de
diferentes horas de germinacion, ya que el patron que se observé cambia en los
diferentes tiempos probados. Dado que la actividad de cinasa de los complejos de
PCNA descritos anteriormente (Sanchez et al, 2002) se presenta solamente
durante las primeras 6 h de la germinacion, el hecho de haber encontrado
fosforilacién a las 13 h, nos llevd a pensar que tal vez existan diferentes
subpoblaciones de complejos PCNA/cinasa que pudieran estar actuando en

diferentes tiempos de la germinacion
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Se obtuvo evidencia, por medio de ensayos de co-inmunoprecipitacion, de
que la ciclina A se asocia a PCNA de manera constante a lo largo de la
germinacion Dado que se tenian datos previos de que la ciclina D se asocia a
PCNA en forma dependiente del ciclo celular durante la germinacién (Herrera et
al, 2000), se reafirma la suposicidn de que puedan haber dos diferentes
subpoblaciones de PCNA en las que aparece asociacion a ciclinas. £En una de
estas subpoblaciones, PCNA forma complejos con ciclina D y Cdk-A, que podrian
estar participando en la fase G1 del ciclo celular en maiz, mientras que en la
segunda subpoblacién PCNA estaria formando complejos con ciclina A y Cdk-A,
que podrian participar en la transicién a la fase S e incluso en etapas posteriores
Esto estaria apoyado por los datos que demuestran la co-localizacién de la ciclina
A y de PCNA en focos de replicacion en células de mamifero (Sobczak et al,
1993). De estas dos posibles subpobiaciones de PCNA, la de ciclina D, la de
cicina A o bien ambas, podrian ser quienes estuvieran implicadas en la
fosforilacion de las DNA polimerasas. Existe evidencia de que PCNA podria
funcionar como conector o adaptador de las Cdks a sustratos que participan en la
horquilla de replicacion; por ejemplo, se demostré que un complejo de PCNA-
CdkZ/ciclina A en células de mamifero, fosforila la region de unién a PCNA de la

subunidad grande de RFC y también a la DNA ligasa | (Koundrioukoff et al , 2000).

La exposicion de las enzimas replicativas a la fosforilacién por los
inmunoprecipitados de PCNA, no causé modificacién en cuanto a su actividad
comparada con las enzimas no fosforiladas, la unica diferencia que se presentd

fue en un control negativo, por lo que sbélo puede decirse que la modificacion por
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fosforilacion no es responsable directa del cambio en la actividad de las enzimas
replicativas. Sin embargo, si se encontré que la presencia de benciladenina (BA)
modifica el patrén de fosforilacion (al menos de la polimerasa 2, que es la que
padia rastrearse por inmunorreconocimiento), adelantando el periodo en el que se
observa |la mayor incorporacion de [v*’PJATP Esto concordaria con el adelanto en
los tiempos del ciclo celular que provoca la BA y por lo tanto le estaria dando un
papel relevante a la fosforilacion de esta enzima replicativa Aunque dicha
modificacion no esté directamente involucrada en |a alteraciéon de la actividad de la
enzima, debe estar regulando de alguna manera el proceso de entrada a la fase S
del ciclo celular. Cabe destacar que todos los ensayos que se han reportado
acerca del efecto de la fosforilacion por complejos ciclina A/cdk?2 o ciclina E/cdk2,
se han desarrollado en sistemas de replicacion virales, probando las
consecuencias de la modificacion a nivel de iniciacién de la replicacion; por lo
tanto, con los ensayos utilizados en este trabajo, no se podia determinar si el

efecto es efectivamente a ese nivel o no.

En mamiferos la DNA polimerasa a puede ser modificada por complejos
ciclina E/cdk2 o ciclina A/cdk2; el complejo ciclina E/cdk2 (que temporalmente
actia antes que el complejo de ciclina A) se asocia con una forma hipofosforilada
de la polimerasa o y con la fosfatasa PP2A y mediante fosforilacion estimula la
iniciacion de la replicacion; esta forma hipofosforilada de la polimerasa colocaliza
con MCM2, una proteina marcadora de origenes en nucleos en fase pre-S,

precediendo a la incorporacion de BrdU (Dehede, 2001) Por otra parte, el
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complejo de ciclina A/cdk2, presente en S y G2 (Voitenleitner et al,, 1999), se
asocia con una forma fosforilada de la polimerasa « e inhibe su habilidad de
iniciar la replicacion; esta forma fosforilada de la polimerasa « colocaliza con los
focos de replicacion, pero no con MCM2 (que se libera una vez encendidos los

origenes) Al parecer, la DNA polimerasa de células mitdticas tiene una menor

afinidad por el DNA de cadena sencilla {(Dehede, 2001)

Las plantas son organismos que difieren de los metazoarios en cuanio a
mecanismos de adaptacion a las condiciones ambientales y en cuanio a los
continuos procesos morfogenéticos que sufren. A pesar de ello y aunque el
panorama acerca del control de la divisién celular aun no es claro, si se tiene
esbozado un mecanismo que es muy conservado en relacion al de mamiferos.
Esto lleva a pensar que probablemente los mecanismos de regulacion por
complejos ciclina/Cdks que intervienen en la entrada a la fase S y la fosforilacidon
de sustratos gue participan en las horquillas de replicaciéon, como es el caso de la
DNA polimerasa a, funcionen tambien en plantas. De esta manera, es posible que
en el sistema de maiz pase algo similar a lo que ocurre en mamiferos; es decir,
que la fosforilacion de la DNA polimerasa 2 estuviera afectando su capacidad de
unirse al DNA y a las proteinas que conforman los complejos pre-replicativos para
evitar el re-encendido de los origenes de replicacion, mas que estar modificando
la capacidad catalitica de fa enzima.

El cambio en la actividad de las dos DNA polimerasas replicativas que se

habia encontrado previamente ai incubar los ejes embrionarios en presencia de
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citocininas, podria estar relacionado con algun otro tipo de modificacion sobre
estas enzimas, o bien con fa fosforilacion de otras proteinas del replisoma que
contribuyeran a facilitar la unién de la polimerasa a-primasa al molde de DNA,
como podria ser RPA, lo que favoreceria el cebado de la cadena continua y de los
fragmentos de Okazaki, e incluso el incremento en la procesividad de la

polimerasa tipo &.

Por lo pronto, en maiz se ha enconirado que la DNA polimerasa 2 (tipo ),
se fosforila de manera dependiente del ciclo celular al enfrentarla en ensayos in
vitro con complejos proteicos de maiz que poseen una actividad de cinasa tipo
Cdk-PSTAIRE, que corresponderia a la Cdk-A reportada en varios tipos de
plantas, cuya actividad se da tanto en G1/S como en G2/M (Herrera et al, 1999,
Sanchez et al., 2002). Este patrén de fosforilacion se modifica cuando la fuente de
cinasa es obtenida a partir de semillas incubadas con BA, lo que refuerza el hecho
de que cinasas de ciclo celular estan afectando de alguna manera a las enzimas

replicativas para que la fase S pueda llevarse a cabo eficientemente
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CONCLUSIONES

++ Se pudo reconocer una proteina de 45 kDa como putativa ciclina A en maiz,
mediante el uso de anticuerpos heterdlogos contra la ciclina A de humano o bien
de raton

% Los anticuerpos contra la ciclina A de humano son capaces de
inmunoprecipitar a la proteina de 45 kDa; al parecer también co-inmunoprecipita
una proteina tipo Cdk-A

< Inmunoprecipitados de PCNA, co-inmunoprecipitan a la putativa ciclina A de
45 kDa en diferentes tiempos de la germinacion.

% La cinasa que co-eluye con la DNA polimerasa 2, es capaz de fosforilarla,
sin que esto afecte ta actividad de polimerasa.

“+ Los inmunoprecipitados de PCNA de diferentes tiempos de la germinacion,
contienen una actividad de cinasa tipo Cdk-A, que es capaz de fosforilar a la DNA
polimerasa 2 de semilla seca de maiz. De hecho se muestra un cambio
cuantitativo y cualitativo en los patrones de fosforilacion a los diferentes tiempos
de germinacion.

% La actividad de cinasa en los inmunoprecipitados de PCNA obtenidos a
partir de semillas embebidas por 3 h en presencia de benciladenina, fosforila a la
DNA polimerasa 2 proveniente de semilla seca de maiz con mucho mayor
intensidad, comparada con la actividad proveniente de inmunoprecipitados de
semillas control germinadas por 3 h, lo que refleja un adelanto en el periodo de

fosforilacion de esta enzima
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< La fosforilacién de las DNA polimerasas replicativas de maiz observada
bajo la condicion experimental probada, no parece afectar directamente su

actividad.
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APENDICE: SOLUCIONES

-Solucion amortiguadora de imbibicion

Tris-HCI pH 7.4
KCI

MgCly
sacarosa

-Solucién amortiguadora de homogenado

Tris-HCI pH 7 4
MgCl;

KCl

sacarosa

EDTA
2-mercaptoetanol
triton X-100

50 mM
50 mM
10 mM
2%

70 mM
1 mM
25 mM
025 mM
5 mM
15 mM
01%

Por cada 50 mL se adiciona una tableta de inhibidores de proteasas Complete®

(Boehringer Manheim)

Para ensayos de cinasa al amortiguador anterior se le adicionan:

NaF
N32VO3
B-glicerolfosfato

50 mM
1T mM
80 uM

-Soluciones amortiguadoras empleadas en la purificacion de las DNA polimerasas:
1)Solucién amortiguadora A (DEAE)

NaH;PO4/Na;HPO, pH 7 40 mM
Na,EDTA 1mM
glicerol 20%
2-mercaptoetanol 1 mM

2)Solucién amortiguadora B (DEAE)

NaH:PO4/Na,HPO, pH 7 400 mM
Na;EDTA 1T mM
glicerol 20%
2-mercaptoetanol 1T mM

3)Solucidén amortiguadora C (Heparina)

KH2P04/K2HPO4 pH? 4 40 mM
NaCl 150 mM
NaEDTA 1T mM
glicerol 20%
2-mercaptoetanol 1T mM
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4}Solucidon amortiguadora D (Heparina)
KH2POL/K;HPO,4 pH7 4

NaCl

Na:EDTA

glicerol
2-mercaptoetanol

-Solucion de benciladenina
6-bencilaminopurina (Sigma)

NaOH

40 mM
150mM
1T mM
20%

1 mM

1 mM
4 mM

-Solucion amortiguadora de homogenado para prueba de incorporacion de °H-

timidina
NaCl
NaEDTA
SDS

-Solucién A (para proteina A-agarosa)

Tris-HCI pH 7 .4
NaCl

EDTA

Azida de sodio

150 mM
10 mM
0.5%

10 mM
50 mM
1mM

0.02%

Por cada 50 mL se adiciona una tableta de inhibidores de proteasas Complete®

(Boehringer Manheimy)

-Solucidn de acoplamiento para la resina CNBr-sepharose (Ammersham)

N8H003
NaCl

- Solucidon para resuspender la resina acoplada

Tris-HClIpH 7 4
NacCl

Na;EDTA
EGTA

NakF

tritdn X-100

200 mM
500 mM

50 mM
250 mM
5mM

5 mM
5mM
0.1%

Por cada 50 mL se adiciona una tableta de inhibidores de proteasas Complete®

(Boehringer Manheim)

-Solucion TSA
Tris-HCI pH 7 4
NaCl
Tritén X-100
Azida de sodio

10 mM

140 mM
0.025%
0.025%



-Solucién amortiguadora para ensayo de cinasa
Tris-HCI
MQCEz
NaCl
EGTA
2-mercaptoetanol
B-glicerolfosfato
NaF
Na, VO3

-Solucién complementaria para el ensayo de cinasa
ATP
Y2ATP
Sustrato a emplear histona H1
DNA polimerasas1 0 2

70 mM
10 mM
150 mM
5mM
5mM
860 mM
25 mM
1T mM

20 uM
5 uCi
40 ng
chp 40 ub

En el caso de los ensayos en frio, la concentracion de ATP fue aumentada a 25
1My la cantidad de sustrato también aumento para cubrir el volumen final

planteado.

-Solucién amortiguadora para activacion de DNA de alto peso molecular

Tris-HCI pH7 4

MQCIQ

BSA

DNA de timo de ternera

10 mM
50 mM
0.5 mg/mL
0 5 mg/mL

-Solucién amortiguadora para ensayo de actividad de DNA polimerasa

Tri-HCIpH 7 4
KCI

MQCEQ

dATP

dGTP

dCTP

glicerol
2-mercaptoetanol
ATP

DNA activado

(metil->*H)-timidina 5'-trifosfato

-Liquido de centelleo
2,2 -p-fenil-bis-[5-feniloxazol] {POPOP, Merck)
2,5-difeniloxazol (PPO, Merck}
toluenocb.p

50 mM
15 mM

8 mM
01 mM
0.1 mM
0.1 mM
5%

0.4 mM

1 mM
100 pg/mL
5 pCi/fmL

01g
59
1L

56



-Soluciones para geles de poliacrilamida

1} Solucién de acrialamida al 30%
acrilamida 411 M
metilen-bis-acrilamida 52 mM

2) Solucidén amortiguadora de separacion (2X)

Tris-HCI pH 8 8 1.85M

SDS 14 mM
3} Solucién amortiguadara de apilamiento (2X)

Tris-HCI pH 6.8 650 mM

SDS 14 mM

Los geles se manejaron en porcentajes diversos dependiendo del peso
molecular de las proteinas gue se queria separar.

-Solucién amortiguadora de carga

Tris-HCl pH 6.8 100 mM
SDS 4%
glicerol 20%
2-mercaptoetanol 200 mM
azul de bromofenol 02%

~-Solucidbn amortiguadora de electrodos (10X)

Tris-HCI pH 8.3 250 mM
glicina 19M
SDS 1%
-Solucion para transferencia
Tris-HCI pH 8.3 95 mM
metanol 20%
glicina 192 mM
-Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)
NaCl 1.37 M
KClI 27 mM
NazHPO4 100 mM
NaHgPO4 : 20 mM
-3olucion para favado de membranas
SDS 2%
EDTA 160 pM
NaCl 500 mM
PBS 1x
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